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(57) Abstract 

The invention relates to an expression vector for the transcomplementation of a retroviral vector which provides for the transfer 
and/or integration within the genome of a target cell, of a selected nucleotide sequence (called "transgenic sequence"), characterized 
SuS" ? compnscs; a) a nucl *>tide sequence called sequence env. coding for a polypeptide derived from the envelope (polypeptide 
ENV) of a retrovirus of the spumavirus family, the polypeptide ENV providing for the encapsidation of retroviral RNA, b) transcription 
regulating signals controlling the expression of the sequence env. The invention also relates to a eucaryotic cell for the encapsidation by 
transcomplementation of recombinant retroviral RNA providing for the transfer and/or integration within the genome of a target cell of a 
selected nucleotide sequence (transgenic sequence) recombined with the above disclosed vector. 

(57) Abrege* 

... , ^vention a Pour °bjet «n vecteur d'expression pour la transcomplementation d'un vecteur retroviral qui permet le transfen et/ou 
1 integration au sein du g6nome d'une cellule cible, d'une sequence de nucleotides choisie (dite "sequence t^ansgemque ,, ). caractense* en ce 
qu ll comprend: a) une sequence de nucleotides dite sequence env, codant pour un polypeptide denve* de Tenveloppe (polypeptide ENV) 
d un retrovirus de la famille des spumavirus, le polypeptide ENV permettant Tencapsidation d'ARN rttroviraux, b) des signaux re*gulateurs 
de transenption comtaiant l'expression de la sequence env. L'invention a aussi pour objet une cellule eucaryote pour I'encapsidation par 
transcompldmentation, d'ARN rftroviraux recombinants permettant le transfert et/ou Integration au sein du gdnome d'une cellule cible 
d'une sequence de nucleotides choisie (sequence transgenique). recombinee avec le vecteur preeddemment decrit 
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Lignees cellulalres d'encapsidatlon pour la transcomplementatlon de vector* 
retroviraux dfffectifs Burs 



L'invention a pour objet de nouvelles lignees 
cellulaires dites lignees de transcomplementation 
permettant 1 1 encapsidation d'ARN retroviraux 
recombinants portant des sequences de nucleotides 
issues de genes presentant par exemple un interet 
therapeutique (appeles transgenes) pour le transfert et 
1' expression de ces transgenes dans des cellules cibles 
eucaryotes. L ! invention concerne aussi des vecteurs 
d' expression pour la transcomplementation de vecteurs 
retroviraux defectifs. 

Le transfert de genes a visee therapeutique ou 
"therapie genigue" somatique consiste a inserer un gene 
"reparateur" (transgene) dans les cellules somatiques 
d'un organisme constitue, pour pallier au 
dysfonctionnement d'un gene endogene ; voire y a j outer 
une fonction nouvelle dans un but therapeutique. Le 
changement genetique resultant est susceptible de se 
transmettre aux cellules filles de la cellule 
manipulee, mais il ne sera pas hereditaire. La" 
contrepartie normale de sequences d'ADN alterees se 
voit ainsi transformee en medicament, 

Differentes approches sont actuellement explorees 
pour introduire les genes ou sequences nucleotidiques 
en general a visee therapeutique dans les cellules 
cibles. Ces cellules cibles peuvent etre les cellules a 
traiter, ou des cellules intermediaires entre le 
vecteur du transgene et les cellules a traiter. 

Les vecteurs actuellement utilises pour le 
transfert de genes dans des cellules cibles, sont 
derives soit de virus inactives, tels que les 
retrovirus ou les adenovirus, soit de complexes 
macromoleculaires. Les retrovirus s'adressent souvent a 
un tissu cible comprenant un contingent de cellules 
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souches susceptibles d'etre manipulees ex vivo ; par 
contre, lorsque le tissu cible est const itue de 
cellules en dif ferenciation terminale, ou bien intrigue 
dans un organe dont les contraintes architecturales ont 
des consequences fonctionnelles majeures, conune le 
pouroon, le transfert de genes doit s'operer in vivo , 
par exemple au moyen d ' adenovirus. 

La therapie genigue trouve ses applications dans 
des pathologies aussi diverses que les maladies 
hereditaires dues a 1 'alteration d'un seul gene, comme 
la myopathie de Duchenne, les maladies lysosomiales, la 
mucoviscidose ou des maladies acguises telles que' le 
sida, les cancers, la maladie thrombo-emboligue ou des 
maladies neurologigues degeneratives , les maladies 
hematologiques constitutionnelles . 

Le developpement de vecteurs retroviraux plus 
efficaces gue les outils existant constitue un objectif 
prioritaire. En effet, les vecteurs retroviraux ont 
fait la preuve de leur efficacite pour transferer des 
genes de facon stable et permanente a des cellules 
cibles ; qui sont 1'objet de mitoses et comportent 
idealement un contingent de cellules souches. 

Les limitations sont essentiellement liees a une 
infectivite insuffisante des virus utilises et/ou un 
niveau de transcription trop modeste. D'autres 
limitations potentielles tiennent aux conditions de 
securite du transfert qui demeurent actuellement a un 
niveau qui n'est pas satisfaisant ; tant par le risque 
de generation de virus competents pour la replication 
que du fait de la transmission conjointe de sequences 
endogenes encapsidables generees par les lignees 
d'encapsidation permettant la complementation. 

II importe done de developper des systemes 
vectoriels plus performants et de plus haute securite 
que ceux existants. 
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Lorsque le transgene a exprimer est administre au 
moyen d'un vecteur retroviral, une etape necessaire 
precedant 1' infection des cellules cibles comprend la 
preparation de stocks de particules virales vectrices 
contenant le transgene. 

Pour realiser cette etape, on a recours a une 
transcomplementation du vecteur retroviral defectif 
portant sur le transgene, par les proteines virales 
dont les sequences ont ete excisees pour introduire le 
transgene. Cette transcomplementation peut etre 
realisee dans des cellules d'encapsidation. Ces 
cellules sont des cellules recombinantes comprenant le 
materiel genetique necessaire a la synthese des 
constituants retroviraux, en particulier des proteines 
d'enveloppe ENV, des nucleoproteines GAG et de la, 
transcriptase inverse (ou reverse transcriptase) POL, 
necessaire a la replication virale. Les genes gag, £ol. 
et env sont transfectes dans les cellules 
d'encapsidation par transfection des sequences d'acide 
nucleique qui les contiennent, au moyen d'un vecteur de 
transcomplementation defectif pour la sequence Psi 
necessaire a 1 'encapsidation virale. 

L 1 expression dans les cellules d'encapsidation, , 
des genes gag, £ol et env doit permettre 
1 'encapsidation ulterieure de sequences d'ARN 
retroviral recombinees avec la sequence transgenique 
d ! interet, portees par un vecteur retroviral comportant 
la sequence d'encapsidation Psi. L 1 encapsidation peut 
avoir lieu apres transcomplementation par les proteines 
virales codees par les sequences gag, gol, et env . 

Les lignees d'encapsidation actuellement 
disponibles et derivees de cellules murines, presentent 
les inconvenients suivants : 

1) Co-encapsidation, concomitante des 

constructions defectives, de sequences retrovirales 
endogenes (MCF, VL30, voire retro-transposons) . Ces 
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sequences co-encapsidees sont done susceptibles elles 
aussi de s'integrer, apres infection des cellules 
cibles du transfert. 

2) L 1 expression de proteines de complementation 
est pilotee dans ces lignees d 1 encapsidation, par un 
LTR retroviral. Bien que les lignees de troisieme 
generation, utilisent des constructions retrovirales de 
complementation, comprenant plusieurs sites de mutation 
ou deletion, le maintien de sequences LTR peut 
representer un inconvenient potentiel ; en effet, ces 
sequences sont susceptibles de donner lieu a une 
recombinaison genetique avec les constructions 
\ defectives a complementer. 

Ceci a pu etre observe meme dans les lignees dites 
de 3eme generation, ou les sequences codant pour les 
proteines GAG et POL, sont transfectees separement des 
sequences codant pour l'enveloppe afin de minimiser la 
probability des combinaisons generatrices de virus 
competent. 

Par ailleurs, les sequences d'enveloppe 
actuellement utilisees dans la complementation des 
virus defectifs sont des enveloppes amphotropes lorsque 
l'on s'adresse au transfert dans les cellules de 
mammi feres et en particulier de primates et d'hommes. 
II n'est cependant pas certain que les recepteurs aux 
virus amphotropes soient assez representes dans toutes 
les especes cellulaires que l f on souhaite infecter dans 
une optique de therapie genique. 

L 1 ensemble de ces elements engagent a tenter 
d'ameliorer la securite des conditions de transfert 
genetique avec des vecteurs retroviraux. 

L 1 invention a pour objet de fournir des moyens 
pour la preparation de nouvelles lignees 
d'encapsidation remediant au moins en partie a un ou 
plusieurs des problemes precedemment decrits. 
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Les lignees de 1 ' invention permettent d'ameliorer 
la securite du transfert des transgenes, puisqu'elles 
sont developpees a partir de cellules d'especes 
animales depourvues de retrovirus endogenes identifies 
a ce jour, et en mettant en oeuvre de fagon preferee 
des promoteurs non viraux pour diriger 1' expression 
d'au moins certaines des proteines de complementation, 
et en particulier de promoteurs inductibles pour la 
synthase conditionnelle des proteines de 
complementation des vecteurs defectifs et notamment.de 
l'enveloppe, a demande, lorsqu'un surnageant viral 
infect ieux est en preparation. 

En outre, la complementation pour les proteines 
GAG et POL est obtenue en utilisant les sequences de 
nucleotides d'un retrovirus de Friend a partir duguel 
un vecteur a ete construit, 

Pour realiser 1* invention, les sequences gag et 
pol sont trans fectees separement des sequences 
d'enveloppe dans la lignee cellulaire destinee a 
1 ' encapsidation . 

Ces lignees conduisent aussi a une amelioration de 
I'efficacite du transfert en utilisant des sequences 
d'enveloppe, en particulier d'origine humaine, afin de 
contourner le probleme eventuel de 1 1 insuf f isance de 
l 1 expression du recepteur a un virus amphotrope a la 
surface de cellules humaines cibles de therapie 
genique ; en particulier potentiellement lorsque les 
cellules cibles sont des cellules souches 
hematopoietiques . 

L ! invention a en premier lieu pour objet un 
vecteur d 1 expression pour la transcomplementation d ! un 
vecteur retroviral qui permet le transfert et/ou 
1 1 integration au sein du genome d'une cellule cible, 
d'une sequence de nucleotides choisie (dite "sequence 
transgenique" ) , caracterise en ce qu'il comprend : 
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a) une sequence de nucleotides dite sequence env, 
codant pour les polypeptides derives de l'enveloppe 
(polypeptide ENV) d'un retrovirus de la famille des 
spumavirus, les polypeptides ENV permettant 
l'encapsidation d'ARN retroviraux, 

b) des signaux regulateurs de transcription 
controlant 1' expression de la sequence env , 

ledit vecteur d' expression etant depourvu du 
signal d'encapsidation. 

Les retrovirus de la famille des spumavirus sont 
des retrovirus que l'on peut isoler dans des cultures 
de cellules humaines ou animales. 

Un retrovirus de la famille des spumavirus, 
denomme HSRV a ete isole chez un patient presentant un 
carcinome nasopharynge en 1971 (Hachong et al, J. Natl. 
Conser. Inst. 46, 299-307). Le retrovirus HSRV a ete 
clone et sequence et sa sequence a ete decrite dans la 
publication de Fliigel RM et al (THE EMBO JOURNAL , vol. 
6, n* 7, pages 2077-2084, 1987). En particulier, cette 
publication decrit la sequence d'enveloppe du 
retrovirus HSRV. 

La sequence d'enveloppe du retrovirus HSRV 
utilisee dans le cadre de la presente invention 
presente l'avantage tout a fait interessant de coder 
pour une glycoproteine susceptible d'etre reconnue par 
un grand nombre de recepteurs a la surface des cellules 
humaines, et en particulier une glycoproteine disposant 
de recepteurs au sein de la population de cellules 
humaines, plus nombreux que les recepteurs 
reconnaissant les glycoproteines d'enveloppes 
amphotropes. La sequence d'enveloppe utilisee dans le 
cadre de la presente invention a avantageusement un 
tropisme specif iquement humain ou de primate, pour le 
transfert de genes chez l'homme ou le primate. 
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En particulier, la sequence env de spumavirus a un 
tropisme interessant pour les cellules precurseurs 
hematopoietiques humains. 

Outre les cellules souches hematopoietiques, les 
cellules primaires humaines telles que des fibroblastes 
et des lymphocytes peuvent etre ciblees avec succes 
(infection lytique) . Une infection chronique par un 
virus defectif a aussi ete mise en evidence chez 
l'homme dans un tissu epithelial glandulaire et du 
tissu musculaire. Des lignees d'origine humaine 
epitheliales et lymphocytaires ainsi que les cellules 
HeLa sont egalement susceptibles de constituer une 
cible. Chez le lapin, toutes les cellules primaires 
testees sont infectables. Le spectre d 1 infection est 
done tres large. 

La sequence env presente dans le vecteur 
d 1 expression pour la transcomplementation peut etre 
placee pour son expression sous le controle de signaux 
regulateurs de transcription retroviraux. En 
particulier, ces signaux regulateurs de transcription 
peuvent etre issus de la sequence LTR de retrovirus 
tels que le retrovirus de Friend, 

Dans le cadre de la presente invention, la souche 
utilisee • du virus de Friend est une souche 
particulierement virulente. L'isolat 1-5 du virus 
ecotrope de la leucemie murine de Friend a ete obtenu a 
partir de cultures de moelle a long terme infectees par 
le complexe viral inducteur de polyglobulies du virus 
de Friend (FV-P) (Mathieu-Mahul et al., Virology, 119: 
59-67, 1982). La souche FB29 du F-MuLV derivee de 
I'isolat 1-5 (Sitbon et al, Cell, 47: 851-859, 1986) 
est responsable d'effets cytolytiques et leucemogenes 
sur les cellules erythroides, conduisant a une anemie 
hemolytique precoce et severe suivie d'une 
erythroleucemie tardive chez les souris susceptibles, 
inoculees a la naissance. Les ..regions responsables de 
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1 •erythroleucemie ont ete localisees au niveau de la 
region U3 du LTR viral (Sitbon et al f 1986 ; Sitbon et 
al, PNAS USA, 88: 5932-5936, 1991). Le determinant 
principal de l'anemie hemolytique semble dependre de 
sequences d'enveloppe specif iques de la souche FB29 ; 
la severite pouvant en etre influencee par trois 
regions distinctes, dont un segment structural de 
1'enveloppe, des sequences activatrices de la 
transcription localisees dans la region U3, et enfin, 
des sequences des regions U5-gag-pol (Sitbon et al., J. 
Virol. 64: 2135-2140, 1990). En outre, des analyses en 
microscopie electronique des particules virales ont 
authentif ie une capacite d • encapsidation 

signif icativement superieure (1,5 a 2 log). 

Ainsi, la sequence env du retrovirus de type 
spumavirus peut etre placee sous le controle de la 
sequence LTR ou d'une partie de la sequence LTR de la 
souche FB29 du virus de Friend, suffisante pour assurer 
la transcription de la sequence de nucleotides env. 

Dans un autre mode de realisation de l f invention, 
le vecteur d* expression pour la transcomplementation 
est caracterise en ce que les signaux regulateurs de 
transcription de la sequence env comprennent un 
promoteur non viral. Le cas echeant, ce promoteur est 
suivi de la sequence de polyadenylation du virus SV40 
ou d 1 une autre sequence de polyadenylation. 

L 1 utilisation d'un promoteur non viral ameliore 
les qualites de securite du vecteur de 
transcomplementation ainsi construit. 

En outre, lorsque le promoteur utilise est un 
promoteur inductible, c'est a dire activable par une 
molecule donnee, en particulier un agent 
pharmacologique , 1» expression de la sequence env peut 
etre declenchee a la demande. 
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De meme, les sequences gag et pol transfectees 
separement peuvent etre placees sous le controle d'un 
promoteur inductible. 

Alternativement, les signaux de transcription 
controlant l 1 expression de la sequence env et/ou 
l 1 expression des sequences gag et pol , peuvent 
comporter un promoteur conditionnel capable de 
s'exprimer uniquement dans certains tissus. 

Un promoteur inductible approprie pour la 
realisation de 1' invention est par exemple le promoteur 
du recepteur /3 a l'acide retinoique (promoteur RAR/3) . 

Ce promoteur a ete deer it par De The H. et al, 
dans la publication Nature, vol. 49, n* 6254, pages 
177-180 datee du 11 Janvier 1990. 

Un vecteur d 1 expression prefere pour la 
transcomplementation est tel que la sequence env du 
retrovirus de la famille des spumayirus est sous le 
controle d'un fragment Hindlll-BamHI du recepteur :(3 a 
1'acide retinoique tel que decrit dans la publication 
precitee de De The et al. 

Selon un autre aspect de 1' invention, le vecteur 
d 1 expression pour la transcomplementation en enveloppe 
est caracterise en ce qu'il comprend 

aj une sequence de nucleotides dite sequence env, 
codant pour les polypeptides derives d'une enveloppe 
par exemple amphotrope, par exemple l 1 enveloppe 4 07 OA 
du virus de la leucemie murine de Moloney (Mo-MuLV) , 

b) des signaux regulateurs de transcription non 
viraux, controlant 1' expression de la sequence env , 
contenant par exemple un promoteur inductible ou 
conditionnel, par exemple le promoteur RAR-/3. 

Selon un mode de realisation particulier : de 
l 1 invention, le vecteur d 1 expression pour la 
transcomplementation en enveloppe est caracterise en ce 
que la sequence de nucleotides du vecteur d 1 expression 
pour la transcomplementation, codant pour les 
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polypeptides d'enveloppe est modifiee, par exemple par 
remplacement de nucleotides par un enchainement de 
nucleotides codant pour un polypeptide ou une 
glycoproteine reconnue specif iquement par un type 
cellulaire defini, ou par 1- addition d'un tel 
enchainement. 

Selon une variante de realisation, 1* invention a 
aussi pour objet un vecteur d- expression pour la 
transcomplementation d'un vecteur retroviral perroettant 
le transfert et/ou 1 • integration au sein du genome 
d'une cellule cible, d'une sequence de nucleotides 
choisie (dite "sequence transgenique") , comprenant : 

a) une sequence de nucleotides dite sequence 333 
codant pour les polypeptides derives d'une 
nucleoproteine (polypeptides GAG) d'un retrovirus du 
type du retrovirus de Friend, 

b) une sequence de nucleotides dite sequence pol 
codant pour les polypeptides derives dont une proteine 
transcriptase inverse et une integrase (polypeptides 
POL) d'un retrovirus du type du retrovirus de Friend, 

c) des signaux regulateurs de transcription non 
viraux controlant 1 -expression des sequences 333 et 
pol, ces signaux contenant par exemple un promoteur 
inductible ou conditionnel , par exemple le promoteur 
RAR-/? et le susdit vecteur d' expression etant depourvu 
de signaux d'encapsidation. 

Les vecteurs d' expression pour la 

transcomplementation selon 1 ' invention peuvent etre de 
type integratif naturellement ou apres selection ou au 
contraire, il peut s'agir de vecteurs episoraals. 

La presente demande a egalement pour objet 
une cellule eucaryote pour 1 'encapsidation par 
transcomplementation, d'ARN retroviraux recombinants 
portes par un vecteur retroviral qui permet le 
transfert et 1 • integration au sein du genome d'une 
cellule cible, d'une sequence de nucleotides choisie 
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(sequence transgenique) , ladite cellule etant 
caracterisee en ce qu'elle verifie les proprieties 
suivantes: 

elle est selectionnee parmi les cellules 
d'especes animales depourvues de retrovirus endogenes, 
de preference choisies parmi les cellules foetales ou 
embryonnaires, notamment de chien ou de lapin, 

- elle a une morphologie homogene et stable dans 
le temps, 

- elle n'est pas d'origine tumorale, 

- elle a la capacite d'etre selectionnee dans un 
milieu de culture minimum depourvu de C0 2/ sans 
transformation prealable, 

- elle a un taux de multiplication rapide. 

Selon 1' invention, l 1 expression "sans 

transformation prealable" signifie que la cellule ne 
beneficie pas, avant selection, d'un apport de sequence 
oncogenique. 

La morphologie est homogene et stable dans le 
temps, des lors qu'elle n'est pas substantiellement 
alteree pendant une duree de 6 mois ou plus. 

Selon un mode de realisation avantageux de 
1* invention, une cellule eucaryote pour 

1 1 encapsidation par transcomplementation, d'ARN 
retroviraux recombinants portes par un vecteur 
retroviral qui permet le transfert et 1 ' integration au 
sein du genome d'une cellule cible, d'une sequence de 
nucleotides choisie (sequence transgenique) , 
selectionnee parmi les cellules d'especes animales 
depourvues de retrovirus endogenes, de preference 
choisies parmi les cellules foetales ou embryonnaires, 
notamment de chien ou de lapin, est susceptible d'etre 
obtenue par selection conformement a la methode 
suivante : 
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a) culture de cellules eucaryotes choisies sur 
milieu riche ISCOVE (GIBCO) contenant en outre 10% de 
serum de veau foetal et 10% de serum de cheval, 

b) passage des cellules cultivees en milieu DMEM 
contenant 20% de serum de veau foetal et culture des 
cellules pendant un mois dans un milieu sans C0 2 , 

c) selection des cellules ayant un taux de 
multiplication rapide (cinetique acceleree) , 

d) passage des cellules selectionnees en milieu 
DMEM contenant 10% de serum de veau foetal, 

e) passage des. cellules recuperees a I'etape d) en 
milieu DMEM contenant 10% de serum de veau nouveau-ne 
(HyClone) , 

f) recuperation des cellules selectionnees a 
1 1 issue de I'etape e) . 

Une cellule eucaryote peut ainsi etre constitute 
par la cellule foetale de chien designee par 
1' expression DOGOM 1, deposee a la Collection Nationale 
de Cultures de Microorganismes (CNCM) a Paris, France 
le 30 novembre 1994 sous le numero 1-1496. 

La cellule foetale de chien ainsi obtenue, repond 
de fa<?on tout a fait satisf aisante aux criteres de 
selection suivants : 

- elle est depourvue de retrovirus endogenes, il 
s'agit d r une cellule dont les proprietes d' adherence 
sont satisf aisantes, elle presence une croissance 
rapide, un morphologie stable et homogene ; cette 
cellule foetale de chien est egalement aisement 
transf ectable et peut supporter un nombre de passages 
tres eleves (passages artificiels intensifs pour tests) 
et est capable de soutenir un test LTC-IC (Long Term 
Culture Initiating Cells) tel que decrit dans la partie 
experimentale. 

A partir des cellules ainsi selectionnees, des 
cellules pour 1 ' encapsidation d'ARN retroviraux sont 
preparees par modification genetique pas exemple par 
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transfection dans les cellules ci-dessus decrites ou 
infection de ces dernieres avec les sequences de 
nucleotides codant pour les polypeptides ou les 
glycoproteines de transcomplementation, lesdites 
sequences etant portees par au moins deux vecteurs 
voire au moins trois vecteurs. On a par exemple recours 
a, d'une part, un vecteur par exemple d'un plasmide- 
vecteur ou un vecteur retroviral pour la 
transcomplementation capable d'exprimer la sequence de 
nucleotides env codant pour les polypeptides 
d'enveloppe d'un retrovirus de la famille des 
spumavirus et, d'autre part, a un vecteur, par exemple 
un plasmide-vecteur d' expression ou un vecteur 
retroviral pour la transcomplementation des sequences 
de nucleotides gag. et pol d'un retrovirus du type du 
retrovirus de Friend. 

Selon un autre mode de realisation de 1' invention, 
les cellules transcomplementantes sont des cellules 
xenogeniques, allogeniques ou autologues susceptibles 
de permettre la liberation in vivo chez un patient 
d'un vecteur defectif infectieux. Dans ce cas, les 
cellules transcomplementantes peuvent etre les cellules 
cibles de 1' infection par le vecteur retroviral. A 
titre d'exemple, on utilisera les cellules 
endothelials, musculaires ou stromales. 

La presente demande concerne une cellule 
recombinants permettant 1 'encapsidation d'ARNs 
retroviraux recombinants par transcomplementation 
(cellu-les recombinantes transcomplementantes) , 

caracterisee en ce qu'il s'agit d'une cellule telle que 
defmie precedemment, genetiquement modifiee, par 
exemple transfection ou par infection avec : 

- d'une part, un premier vecteur d' expression pour 
la transcomplementation d'un vecteur retroviral 
permettant le transfert et/ou 1 • integration au sein du 
genome d'une cellule cible -d'une sequence de 
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nucleotides choisie (dite "sequence transgenique" ) , 
comprenant les sequences complementantes suivantes : 

a) une sequence de nucleotides dite sequence gag 
codant pour les polypeptides derives d'une 
nucleoproteine (polypeptides GAG) d'un retrovirus du 
type du retrovirus de Friend, 

b) une sequence de nucleotides dite sequence pol 
codant pour les polypeptides derives dont line 
transcriptase inverse et une integrase (polypeptides 
POL) d'un retrovirus du type du retrovirus de Friend, 

c) des signaux regulateurs de transcription 
controlant l'expression des sequences gag et pol , ledit 
vecteur d 1 expression pour la transcomplementation etant 
depourvu du signal d'encapsidation, et, 

- d' autre part, un deuxieme vecteur pour la 
transcomplementation en proteines env comprenant une 
sequence de nucleotides codant pour les polypeptides 
d'enveloppe et des elements de regulation de 
l 1 expression de cette sequence. 

Dans le cadre de 1" invention, on appelle un "virus 
du type de Friend", un virus dont les sequences 
codantes gag, pol ou env presentent suffisamment 
d'homologie avec celles du virus de Friend lorsqu'elles 
sont alignees avec elles, pour realiser 1 1 encapsidation 
d'ARN retroviral telle que decrite dans la presente 
demande . 

Selon un premier mode de realisation de 
l 1 invention, la sequence de nucleotides codant pour un 
ou -les polypeptide (s) d'enveloppe est derivee d'un 
retrovirus de la famille des spumavirus. II s'agit par 
exemple d'une sequence derivee d'un retrovirus HSRV. 

Selon un autre mode de realisation de 1' invention, 
la sequence de nucleotides codant pour les polypeptides 
d f enveloppe est derivee de la sequence 4070A du virus 
Mo-MuLV. 
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Les differentes lignees sont fabriquees par 
transfections successives sur le principe des lignees 
de troisieme generation ; c'est-a-dire, avec 
fragmentation en deux parties voire en trois parties ou 
plus des sequences codant pour les proteines GAG, POL 
et ENV de complementation et de leurs elements de 
regulation . Cette construction limite les probabilites 
de recombinaisons genetiques susceptibles de generer 
des particules virales competentes pour la replication, 

Selon un mode de realisation de l 1 invention, les 
cellules d'encapsidation selon 1' invention sont en 
d'autres termes caracterisees en ce qu'elles 
comprennent : 

a) une sequence de nucleotides dite sequence gag 
codant pour les polypeptides derives d'une 
nucleoproteine (polypeptides GAG) d'un retrovirus du 
type du retrovirus de Friend, 

b) une sequence de nucleotides dite sequence pol 
codant pour les polypeptides derives dont une 
transcriptase inverse et une integrase (polypeptides 
POL) d'un retrovirus du type du retrovirus de Friend, 

c) des signaux regulateurs de transcription 
controlant 1' expression des sequences gag et pol , et - 

d) une sequence de nucleotides dite sequence env, 
codant pour les polypeptides derives de l'enveloppe 
(polypeptides ENV) d'un retrovirus de la famille des 
spumavirus, les polypeptides ENV permettant 
1 'encapsidation d'ARN retroviraux, 

*e) des signaux regulateurs de transcription 
controlant 1' expression de la sequence env. 

Les cellules d'encapsidation decrites ci-dessus 
sont destinees en outre a etre transfectees par un 
vecteur retroviral portant une sequence transgenique 
que l'on souhaite voir exprimer dans une cellule cible 
ulterieurement infectee par le surnageant des cellules 
d'encapsidation. 
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Selon un autre mode de realisation, 1« invention a 
pour ob jet une cellule d 'encapsidation caracterisee en 
ce quelle comprend 

a) une sequence de nucleotides dite sequence gag 
codant pour les polypeptides derives d'une 
nucleoproteine (polypeptides GAG) d ! un retrovirus du 
type du retrovirus de Friend, 

b) une sequence de nucleotides dite sequence pol 
codant pour les polypeptides derives dont une 
transcriptase inverse et une integrase (polypeptides 
POL) d'un retrovirus du type du retrovirus de Friend, 

c) des signaux regulateurs de transcription 
controlant 1' expression des sequences gag et pol , et 

d) une sequence de nucleotides dite sequence env 
codant pour les polypeptides derives d'une enveloppe 
amphotrope, par exemple de 1* enveloppe 4 07 OA du virus 
MoMuLV, 

e) des signaux regulateurs de transcription 
controlant I'expression de la sequence env . 

Les cellules d' encapsidation de I 1 invention ont 
l'avantage d'etre depourvues de virus helper et 
depourvues de virus endogenes, off rant ainsi des 
conditions de securite ameliorees. 

Les polypeptides GAG, POL, ENV dont il est 
question dans la demande correspondent soit a la 
total ite des polypeptides et/ou glycoproteines exprimes 
par les sequences de nucleotides virales gag , pol , env , 
soit a une partie de ces polypeptides et/ou 
glycoproteines ou a des formes modifiees notamment 
tronquees, si elles permettent de realiser la 
transcomplementation recherchee, en vue de 1' infection 
des cellules cibles. 

Une cellule particulierement interessante selon 
l 1 invention est caracterisee en ce qu'il s'agit de la 
cellule DOGOM 1 deposee a la CNCM sous le numero 
1-1496, recombinee d'une part avec les sequences 
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nucleotidigues gag et pol de la souche FB29 du 
retrovirus de Friend, sous le controle des signaux de 
transcription contenus dans la sequence LTR de la 
souche FB29 du retrovirus de Friend et recombinee 
d' autre part avec la sequence de nucleotides env d'un 
retrovirus du type spumavirus sous le controle d'un 
promoteur inductible, par exemple le promoteur RAR0. 

Le controle de la sequence codante de l'enveloppe 
de spumavirus par un promoteur inductible doit 
permettre de prevenir un effet lytique eventuel de 
1" expression de sequences de spumavirus, sur les 
cellules transfectees. 
\ Une autre cellule recombinante transcomplementante 

interes3ante dans le cadre de 1' invention, est 
caracterisee en ce que les signaux de transcription 
contenus dans la sequence LTR de la souche FB29 du 
retrovirus de Friend controlant 1 1 expression des 
sequences gag et pol , sont remplaces par un promoteur 
non viral suivi par la sequence de polyadenylation du 
virus SV40 ou par une autre sequence de 
polyadenylation . 

Les sequences gag et pol peuvent ainsi etre par 
exemple placees sous le controle du promoteur 
inductible RAR-/3. 

Dans un autre mode de realisation, l f invention a 
pour objet des cellules recombinantes 

transcomplementantes , pour 1 1 encapsidation d'ARN 
retroviral, caracterisees en ce qu'elles comprennent 
les "sequences gag et pol dont question ci-dessus, sous 
le controle d'un promoteur inductible ou conditionnel 
et une sequence env , par exemple amphotrope, par 
exemple derivee de la sequence env 4 07 OA du virus de 
Moloney egalement sous le controle d'un promoteur 
inductible ou conditionnel. 

Dans un mode de realisation particulier de 
1' invention, la cellule transcomplementante est 
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caracterisee en ce que la sequence de nucleotides du 
vecteur d 1 expression pour la transcomplementation, 
codant pour les polypeptides d'enveloppe est mbdifiee, 
par exemple par remplacement de nucleotides par un 
enchainement de nucleotides codant pour une sequence 
d'un polypeptide ou d'une glycoproteine reconnue 
specif iquement par un type cellulaire defini, ou par 
1' addition d'un tel enchainement. 

Les cellules recombinantes ainsi obtenues sont en 
outre transfectees par un vecteur retroviral pour 
1' expression et/ou le transfert et/ou 1 1 integration au 
sein du genome d'une cellule cible, d'une sequence de 
nucleotides choisie ("sequence transgenique") , ce 
vecteur retroviral etant avantageusement construit a 
partir de la souche FB29 du retrovirus de Friend. 

Ainsi, le vecteur retroviral peut etre construit 
en pla<?ant sous le controle de la sequence LTR, la 
sequence transgenique a expr inter, les sequences codant 
pour les genes gag , env, pol etant deletees au moins en 
partie et la sequence d 1 encapsidation du retrovirus 
etant presente au sein du vecteur. 

Un vecteur retroviral ainsi utilisable pour 
transfecter les cellules transcomplementaires dont 
question ci-dessus, est le vecteur pFOCH29 represents a 
la figure 1 et depose a la CNCM sous le n° 1-1326, le 
30 Juin 1993. La sequence transgenique a exprimer dans 
les cellules cibles est incorporee dans le vecteur 
pFOCH29 en un site non essentiel pour sa replication. 

D'autres vecteurs retroviraux peuvent etre 
utilises. En particulier, on aura recours a des 
vecteurs construits a partir du vecteur pFOCH29 mais le 
cas echeant deletes au moins en partie au niveau des 
sequences LTR et par exemple au niveau du domaine U3 de 
la sequence LTR. 

Un autre vecteur est le vecteur pFOCH29 PL 
represents a la figure 2. 
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Dans le cadre de 1' invention, tout vecteur 
retroviral defectif pseudotypable par les lignees de 
complementation definies ci-dessus, est susceptible 
d'etre utilise pour le transfert de transgenes. 

Une sequence de nucleotides transgenique est une 
sequence de nucleotides qui n'est pas naturellement 
contenue dans le materiel genetique constituant le 
vecteur, et en particulier dans les sequences 
necessaires au controle de 1' expression du clonage ou 
du transfert. II peut s'agir d'une sequence naturelle 
ou synthetique, notamment d'une sequence hybride. 

Par 1' expression "transfert d'une sequence de 
nucleotides transgenique" , on entend 1 1 incorporation 
d'une sequence portee par le vecteur, dans le genome ou 
satellite de celui-ci, d'une cellule cible transformee 
par ce vecteur. Un tel transfert peut etre le resultat 
d'une recombinaison, en particulier d'une recombinaison 
homologue. 

Le vecteur retroviral peut done permettre 
I'expression definitive dans le genome, d'une cellule 
cible, d'une sequence de nucleotides exogene choisie du 
fait de sa propriete d 1 integration au genome des 
cellules cibles. 

Les vecteurs defectifs definis precedemment 
portant la sequence transgenique ou les plasmides- 
vecteurs d 1 expression pour les sequences gag et pol 
d'une part et env d' autre part pour la sequence de 
complementation pour 1 1 encapsidation, sont de 
preference introduits par exemple par transfection ou 
electroporation, dans la lignee d' encapsidation. Cette 
transfection permet la constitution de particules 
virales, propres a la realisation de recombinaisons par 
transduction dans des cellules cibles en vue du 
clonage, du transfert ou de l 1 expression de la sequence 
transgenique contenue dans le vecteur. 
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Les sequences d'interet therapeutique susceptibles 
d'etre introduites dans les cellules cibles grace aux 
vecteurs et aux lignees d 1 encapsidation de 1' invention 
sont par exemple des sequences correspondant a 
1' equivalent normal d'un gene non fonctionnel dans le 
cas d'une pathologie donnee, ou encore une sequence 
antisens ou un mutant negatif dominant d'un gene donne 
ou une sequence codant pour un inhibiteur fonctionnel 
d'un gene, ou 1 'utilisation d'un gene marqueur ou d'un 
gene regulateur ou pour une sequence de regulation d'un 
gene donne ou pour un gene susceptible d 1 a j outer une 
fonction nouvelle a la cellule cible. 

L' invention offre ainsi des moyens, appropries 
pour la therapie genique du cancer par application des 
techniques de correction genique ou d' amelioration des 
strategies de destruction des cellules tumorales. Selon 
la premiere technique, on effectuer une correction des 
mutations constitutionnelles dans le cas de la 
predisposition hereditaire au cancer, des anomalies de 
la transduction du signal, comme les voies mediees par 
1' oncogene ras et ses homologues, des anomalies 
activatrices d' oncogenes, des anomalies inhibitrices de 
genes suppresseurs de tumeurs, des anomalies favorisant 
1 ' instability genetique, des anomalies portant sur la 
reparation de l'ADN. 

Selon la deuxieme technique, 1 1 invention peut etre 
mise en oeuvre pour activer des prodrogues comme dans 
le cas du gene thymidine kinase du virus Herpes 
transformant le Ganciclovir ou 1* Acyclovir en drogues 
cytotoxiques, ou le gene de Cytosine deaminase 
transformant un precurseur du 5-f luorouracile en drogue 
active, ou pour induire ou stimuler le systeme 
immunitaire par manipulation des cellules tumorales, 
avec par exemple des genes de cytokines, par 
manipulation des cellules presentatrices de l'antigene 
ou de leurs precurseurs (souches hematopoietiques) ou 
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par manipulation des cellules effectrices de 
l'immunite, cellules T, cellules B, LAK, TILs. 

S'agissant de la correction de maladies 
genetiques, d'anemies, l 1 invention est par exemple 
applicable a la correction d'erreurs innees du 
metabolisme, de maladies de 1 'hemoglobine, comme les 
thalassemies ou la drepanocytose, de maladies de 
I'hemostase et de la coagulation, de maladies 
hereditaires de la demyelinisation ou de myopathies. 

L 1 invention peut aussi etre mise en oeuvre dans la 
therapie ou la profilaxie des maladies infectieuses du 
SIDA ; des pathologies cardiovasculaires ; 

pulmonaires ; pathologies cutanees ; hepato- 
digestives ; neuromusculaires ; des pathologies du 
systeme nerveux central, du pleuro-peritoine, etc. * : 

Selon un autre mode de realisation de l 1 invention, 
la sequence de nucleotides transgenique code pour un 
antigene ou un determinant antigenique ou un 
antiidiotype. 

Selon un autre mode de realisation de 1' invention, 
la sequence transgenique code pour un anticorps, en 
particulier un anticorps simple chaine incluant 
notamment les sequences variables, responsables de* la 
reconnaissance de l 1 antigene. 

Un vecteur contenant un tel determinant 
antigenique pourra . etre utilise a titre de vaccin 
permanent ou transitoire ou le cas echeant dans le 
cadre d'un protocole therapeutique, par exemple pour 
susciter une reponse immunitaire. 

Les moyens de 1 1 invention sont egalement 
appropries pour vacciner des patients contre des agents 
pathologiques, et ce de fa<?on permanente ou 
transitoire. 

Le transfert peut etre realise par transduction 
dans des cellules, tissus, organes ou organismes. 
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Les cibles cellulaires pour la mise en oeuvre de 
1' invention sont par exemple les f ibroblastes, cellules 
endothelials, mesotheliales et mesenchymateuses , 
cellules cutanees dont keratinocytes, cellules 
hepatiques et hepatocytes, cellules musculaires, 
cellules accessoires du systeme nerveux central, 
cellules gliales, oligodendrocytes, astrocytes etc... ; 
les cellules epitheliales dont l'urothelium, 
1 'epithelium glandulaire dont la glande mammaire, 
l'epithelium pulmonaire, intestinal (etc..) ainsi que 
les lignees cellulaires quelle que soit leur origine. 

Figure 1 : A. Carte de restriction du vecteur FOCH29. 

Cotes Seq "FB29" 

Cla — > U3 140 (7702-7845) 

U3 — > R 410 (7845-8255) 

R — > CBS 145 (0-145) 

PvuII — > BamHI 208 

PvuII — > PvuII 1098 

PvuIIMT — > PvuII 1669 

BsmAI — > 55/150/765/1766/2531/2684 

B: Carte de restriction de FOCH 29 dans 
laquelle les sites sont indiques avec la numerotation 
de la sequence FB 29 de la figure 1A et avec la 
numerotation propre a la construction ainsi realisee 
(numeros entre parentheses) . 

Figure 2 : carte de restriction du vecteur retroviral 
FOCH29. 

Figure 3 :A, B: cartes de restriction du plasmide- 
vecteur contenant la construction LTR-FB29 Del 
Psi-qaq/polFB29 . 



Figure 4 : cartes de restriction du plasmide-vecteur 
contenant la construction RAR-/?-SD-Del Psi gag/polFB29. 



WO 96/17071 



PCT/FR95/01591 



23 

Figure 5 : construction du plasmide vecteur "Pure LTR" 
contenant l'enveloppe amphotrope de l'enveloppe 4070A . 

Figure 6 : construction du plasmide vecteur "Pure LTR" 
contenant l'enveloppe de spumavirus. 

Figure 7 : constructions du plasmide vecteur RAR-/3 
contenant l'enveloppe amphotrope 4070A. 

Figure 8 : constructions du plasmide vecteur RAR-/? 
contenant l'enveloppe de spumavirus. 

Exemples 

A) PREPARATION DU VECTEUR RETROVIRAL PFOCH2 9 . 
MATERIEL ET METHODES 

1- Source du materiel qenomique viral 

L ' ADN genomique du provirus a ete clone dans 
pBR322 (Sitbon et al., 1986). Apres remplacement du 
site Clal en 7702 de la sequence du virus par un site 
EcoRI, le fragment EcoRI- PvuII de 2110 paires de bases 
(pb) contenant 1 1 integralite du Long Terminal Repeat 
viral (LTR) a ete sous-clone aux sites EcoRI et Smal du 
polylinker (adaptateur multiple) de pUC19. 

2- Construction du vecteur retro-viral FOCH29 

Le site Hindlll du polylinker de pUC19 contenant 
le .fragment EcoRI-PvuII a ete remplace par un site 
Bglll, apres ouverture par Hindlll, remplissage par le 
fragment long de l'ADN polymerase d'E.Coli (fragment 
Klenow ) et ligation avec un adaptateur Bglll ne 
recreant pas le site Hindlll ; le site Bglll a ete 
introduit pour recevoir un fragment BamHI-BamHI de 
865pb contenant un second exemplaire du LTR natif du 
virus de Friend destine a constituer le LTR d'aval (ou 
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3'LTR). Ce fragment BamHI-BamHI a ete isole en 
rempla<?ant le site EcoRI de pUC19 par un site BamHI 
d'amont au moyen d'un adaptateur (linker) ne recreant 
pas le site EcoRI apres remplissage des extremites par 
le fragment Klenow de 1 1 ADN polymerase ; le site BamHI 
d'aval est endogene a la sequence virale. 

Ce fragment a done ete introduit par ligation avec 
1' armature de base (pUC19) dont l'ouverture par Bglll 
permettait de menager des extremites cohesives avec les 
extremites generees par BamHI . Le plasmide resultant 
est appele pFOCH29. 

3- Introduction d'un gene marcrueur 

Le fragment d'ADNc Bglll-BamHI (1500 pb) du gene 
de resistance a la Neomycine derive du retrotransposon 
Tn5 (NeoR) a ete introduit entre les deux LTRs viraux 
apres ligation des trois fragments : pUC19-5'LTR Bglll, 
NeoR Bglll-BamHI et 3'LTR BamHI-BamHI . Le plasmide 
resultant est appele pFOCH29-Neo. 

4- Transfe ction de lignees d ' encapsidation Psi-CRIP et 
infection de fibrobiastes 

Le plasmide pFOCH29-Neo a ete introduit dans la 
lignee d'encasidation amphotrope psi-CRIP decrite par 
Danos et al. (1988) par transfection utilisant la 
precipitation au phosphate de calcium selon la 
procedure standard, sans ADN carrier ; 10 microgrammes 
da plasmide ont ete deposes sur une boite de culture de 
3 5mm de diametre ou 5.10* cellules ont ete plantees la 
veille. 

Les cellules psi-Crip ont ete cultivees en milieu 
de Dulbecco modifie Eagle (DMEM, Gibco-BRL) additionne 
de 10% de serum de veau nouveau-ne (HyClone) . Deux 
jours apres la transfection les cellules ont ete 
trypsinees, diluees au 1/20 erne et mises sous 
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selection, en presence de Geneticine a la concentration 
finale de 1 milligramme (mg) par Millilitre (ml) de 
milieu de culture. Les colonies apparues apres 12 jours 
ont ete prelevees et reimplantees sur des boites de 
culture de 24 puits, a raison d'un clone par puits. 

Le surnageant de culture de cellules d'un puits 
parvenu a confluence a ete preleve, filtre sur 0,45 /xm 
pour eliminer les cellules en suspension et utilise 
pour infecter des fibroblastes murins (NIH3T3) plantes 
de fa<?on identique sur des boites de culture de 24 
puits, en presence de polybrene a la concentration de 8 
jig/ml. Les NIH3T3 ont ete cultivees en DMEM additionne 
de 10% de serum de veau foetal (SVF) . L 1 integration 
virale a ete analysee par PCR sur un lysat de NIH3T3 
parvenues a confluence. 

5- Reaction en chaine de la Polymerase (Polymerase 
Chain Reaction ou PCR) 

Le surnageant du lysat des NIH3T3 confluentes sur 
un puits de boite de culture de 24 puits a ete 
recueilli dans 100 ixl dont 10 ul ont ete utilises dans 
la reaction de PCR, qui est pratiquee dans le tampon 
suivant : tampon de PCR 10X standard incluant 25mM de 
MgCl 2 (Perkin-Elmer/Roche MS) ; 100 nanogrammes (ng) de 
chaque amorce ; 2ul de dNTPs lOmM (melange equimolaire 
de chaque dNTP a la concentration initiale. de 10 mM, 
soit 2,5mM chacun) ; 2 unites de Taq Polymerase clonee 
(Perkin-Elmer/Roche MS) pour 40 cycles, une seule unite 
pour 25 cycles ; pour un volume final de 50/xl. 

Deux couples d'amorces ont ete utilises. 

Les sequences des oligonucleotides utilises sont : 
1°) - pour le premier couple : 

5 1 CTGCTGACGGGAGAAGAAAAAC-3 1 / 5 ' CCCGCTCAGAAGAACTCGTC- 3 1 
7 2°) - pour le second couple 
5 1 G ACG AGTTCTTCTG AG CGGG - 3 1 / 5 1 G ATCTG AACTTCTCTATTCTTG - 3 • 
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La taille des sequences amplifiees est pour le 
premier couple, Fin-gag/deux tiers proximaux gene 
NeoR : 900 pb ; et pour le second couple, tiers distal 
gene NeoR/ moitie proximale du LTR 3': 610 pb, 

Denaturation 5 min a 94 °C ; 40 cycles sur 
GeneAropPCR 9600 avec denaturation 30" a 94 m C ; 
annealing 15" a 55'C et elongation 30" a 72 °C ; suivis 
d'une etape terminale d' elongation de 10 min, 

Les echantillons (15ul sur 50ul) ont ete deposes 
sur gel d' agarose a 1,2% (Seakem, FMC) et ont ete 
soumis a une electrophorese horizontale de 45 min a 80 
volts ; la detection du signal reposant sur l 1 analyse 
de I'intensite de fluorescence en bromure d'ethidium 
(BET) . 

6-' Determination des titres infectieux 

Chacun des clones ayant ete teste pour sa capacite 
a infecter des NIH3T3 a ete amplifie et eventuellement 
congele dans l'attente de 1' analyse par PCR de 
I'efficacite d' infection. 

Apres PCR deux clones principaux ont ete retenus 
et amplifies afin d* infecter des NIH3T3 selon une 
procedure standard. 

lml de surnageant de culture de 16 heures sur une 
boite de 35mm de diametre de chaque clone producteur a 
ete preleve a confluence, filtre sur 0,45um afin 
d'eliminer les cellules productrices en suspension. Le 
surnageant a ete mis en contact avec les cellules 
NIH3T3 a 50% de confluence sur une boite de culture de 
meme diametre (3 5mm) , en presence de polybrene a la 
concentration de 8ug/ml de milieu. Les cellules ont ete 
incubees pendant 2H3 0 environ, a 37 °c ; une agitation a 
ete pratiquee chaque demi-heure. Trois volumes de 
milieu frais ont ete ajoutes apres 2H30. 

TITRES INFECTIEUX VIRAUX 



WO 96/17071 



PCT/FR95/01591 



27 

Des dilutions successives du surnageant primaire 
ont ete utilisees pour infecter des cellules NIH3T3 ; 
surnageant pur, dilue au l/10eme, au l/1000eme et au 
1/100 OOOeme. Deux jours apres 1' infection, les 
cellules ont ete trypsinees passees au l/20eme environ 
sur trois boites de culture de 100 mm de diametre et 
mises sous selection par addition de Geneticine 
(lmg/ral) au surnageant. 

Cette procedure experimentale a ete rendue plus 
stringente dans la mesure ou : d'une part, la drogue 
est ajoutee tres vite apres 1' infection ; et d 1 autre 
part, la mise en selection directe sans trypsiner les 
cellules ne permet pas de multiplier artif iciellement 
le nombre de colonies resultantes, les cellules filles 
issues d'une cellule infectee restant groupees et ne 
formant qu'une colonie unique in situ. A l 1 inverse, 
lorsque les cellules sont trypsinees, les cellules 
filles essaiment dans la boite de culture receptrice et 
forment des colonies artif iciellement independantes 
qui, si elles sont denombrees, multiplient 
artif iciellement le titre. 

SOUTHERN BLOT 

Deux jours apres l 1 infection par du surnageant 
pur, les NIH3T3 ont ete trypsinees, passees au l/20eme 
environ sur trois boites de culture de 100 mm de 
diametre, dont l f une est mise sous selection par la 
geneticine. 

A confluence, l'ADN genomique des cellules 
infectees par chacun des deux clones apres ou sans 
selection, est extrait puis quantifie. 

L'ADN a ete digere par deux enzymes de 
restriction, PstI et Kpnl afin de realiser un Southern 
blot. Apres controle de la qualite de la digestion et 
homogeneisation de la quantite d'ADN deposee dans 
chaque puits, le transfert v a ete realise sur une 
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membrane de Nylon Hybond N (Aroersham) . L 1 hybridation a 
ete conduite avec une sonde incluant la total ite des 
sequences du LTR viral encadrees par 100 bases en amont 
et 100 bases en aval. La sonde a ete marquee par 
extension d 1 amorce (Feinberg et Vogelstein, 1983, 1984) 
avec du dCTP marque a 1 ■ alpha-32-P, a une activite 
specif ique de 5.10 8 cpm/jig. 

L' hybridation a ete pratiquee dans un milieu 
constitue de : 50% formamide desionisee ; 5X SSEP ; IX 
denhardt's ; 5% dextran sulfate et 0,2mg/ml d'ADN de 
saumon sonique, pendant 20 heures a 4 2 °C. De brefs 
rin<?ages ont ete pratiques dans une solution peu 
stringente 2X SSEP/0,1% SDS, 5min a temperature 
ambiante et 10 min a 65 *c ; suivis d'une exposition de 
3 jours sur films Kodak-XAR-5 a -80 °C avec ecrans 
amplif icateurs Li-Plus (Dupont-NEN) . 

7 " Recherche de production de virus Helper 

Cette recherche a ete effectuee par test de 
mobilisation sur lignees 3T3BAG (Danos et al, 1988 ; 
Danos, 1991). 

Les cellules 3T3BAG ont dans un premier temps ete 
infectees par le surnageant pur de lignees 
d f encapsidation infectees. Plusieurs cycles successifs 
d» infection de 3T3BAG vierges avec le surnageant des 
3T3BAG precedemment infectees ont ete pratiques pour 
sensibiliser le test. 

RESULTATS 

1" Construction du vecteur retro-viral FOCH29 

La souche virale FB29 du virus de la leucemie 
murine de Friend a ete isolee (Mathieu-Mahul et al., 
1982) et l'ADN genomique du provirus integre a ete 
clone dans pBR322 (Sitbon et al;, 1986), Cet ADN 
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genomique a ete entierement sequence (Perryman et al., 
1991) . Le fragment genomique Clal-PvuII de 2120 pb a 
ete sous clone dans pBR322. Ce fragment comporte les 
derniers nucleotides de la sequence codant pour la pl5E 
de l'enveloppe virale, 1 ' integralite du Long Terminal 
Repeat (ou LTR) et les 3/5 ernes des sequences gag. II 
constitue la matrice de 1 1 architecture du vecteur. 

Apres remplacement du site Clal par un site EcoRI, 
le fragment EcoRI-PvuII a ete sous-clone respectivement 
en EcoRI-Smal de I'adapteur multiple de pUC19. Ce clone 
a, d'une part, ete maintenu intact pour former 
1 1 architecture de base du vecteur incluant : le LTR 
d'amont ou LTR 5', le site de fixation de l'initiateur 
de la transcription virale (Primer Binding Site ou 
PBS), la sequence d 1 encapsidation, les sequences gag et 
le segment de 1'adaptateur multiple (polylinker) - de 
pUC19 menage par la digestion EcoRI/Smal ; destine a 
1" insertion de genes d'interet. 

D 1 autre part, un fragment BamHI-BamHI a ete 
derive, en remplagant en amont, le site EcoRI par un 
site BamHI ; et en tirant profit, en aval, du site 
BamHI endogene du virus, situe immediatement en aval du 
site donneur d'epissage. Ce fragment a ete introduit 
dans l 1 armature de base, dont le site Hindlll du 
polylinker avait ete au prealable remplace par un site 
Bglll, generant des extremites cohesives avec celles 
generees par l 1 enzyme BamHI, 

Le gene marqueur derive du Retrotransposon Tn5, 
conferant une resistance a la Neomycine (NeoR) , a ete 
introduit entre les deux LTRs. Apres transformation sur 
une souche de bacteries hypercompetentes de phenotype 
recombinase negatif profond, afin de prevenir des 
remaniements eventuels des sequences en presence, les 
transf ormants de la configuration attendue ont ete 
selectionnes sur la base d'une carte de restriction 
etendue explorant la totality de la construction. L ! un 
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d'entre eux, baptise pFOCH29 a ensuite ete amplifie et 
purifie afin de disposer d'une source de materiel 
adequat, destine a la transfection de lignees 
auxiliaires productrices de particules virales. 

2- Obtention de clones producteurs de virus defectif 

Transfection de lignees d'encapsidation psi-CRIP : 
Le plasmide pFOCH29-Neo a ete introduit dans la lignee 
d'encasidation amphotrope psi-CRIP decrite par Danos et 
al. (1988) par transfection utilisant la precipitation 
au phosphate de calcium selon la procedure standard, 
sans ADN carrier. 

Apres la mise sous selection par la Geneticine, 40 
parmi les colonies apparues ont ete prelevees et le 
surnageant de culture utilise pour infecter des 
fibroblastes murins (NIH3T3) Le processus primaire de 
selection d'une serie de clones les plus hautement 
producteurs de particules virales defectives 
encapsidees a repose sur 1 'utilisation de la technique 
d ' amplification genique par reaction en chaine de la 
polymerase. L' integration virale est analysee par PCR 
sur un lysat de NIH3T3 parvenues a confluence. 

Deux couples distincts d 1 amorces de PCR ont ete 
utilises : 1° un premier couple amplifiant le segment 
terminal des sequences gag incluses dans la 
construction et les deux tiers proximaux du gene de 
resistance a la neomycine ; 2° un second couple 
d-' amorces amplifiant le tiers distal du gene de 
resistance a la Neomycine et la moitie du LTR d'aval 
(3') . 

Quatre clones ont ete retenus sur la base d'un 
signal de PCR plus intense que les 3 6 autres ; la 
repetition de la procedure a permis de confirmer les 
donnees initiales indiquant que pour deux clones le 
signal se detachait de fa<pon nettement plus intense. 
Ces deux clones ont ete amplifies et le surnageant de 
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culture des cellules productrices a ensuite ete utilise 
pour infecter des NIH3T3 a plus large echelle dans le 
but d'evaluer l'efficacite de la construction en termes 
quantitatifs. 

3- Evaluation des clones producteurs 
PCR Quantitative 

Une analyse par PCR semi-quantitative a ete menee 
en utilisant le couple d 1 amorces amplifiant la region 
correspondant au tiers distal du gene NeoR jusqu'a la 
partie mediane du LTR d'aval (3 1 LTR) . Pour chaque clone 
l^g et 3/Ltg d'ADN genomique extrait a partir de cellules 
NIH3T3 infectees par un surnageant pur apres ou sans 
selection par la Neomycine, ont ete utilises. Chaque 
test a ete ef fectue en double (duplicate) . Plusieurs 
dilutions du plasraide pFOCH29-Neo ont ete testees en 
parallele calculees de telle sorte qu'elles 
correspondent a 0.1, 0.5 et 1 copie du transgene pour 
1' equivalent de 1/xg d'ADN genomique soit respectivement 
0,115 pg, 0/575 pget 1,15 pg pour un plasmide d'une 
taille de 7164 pb . 

La PCR a ete realisee sur 24 cycles, ce qui 
correspond a une phase encore exponentielle de la 
reaction. La lecture a ete realisee par analyse 
densitometrique informatisee (Cybertech) de la 
fluorescence au bromure d'ethidium. 

Pour le premier clone, une difference 
significative a ete observee entre l'intensite du 
signal obtenu a partir des cellules infectees 
selectionnees et non selectionnees ; plus franche sur 
les echantillons de l^tg (70% du signal par rapport au 
selectionne) que sur ceux de 3/xg pour lesquels le 
systeme de detection est sature par l'intensite du 
signal. 
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Pour le deuxieme clone, il n'existe aucune 
difference d'intensite du signal entre cellules 
selectionnees et non-selectionnees, ni pour les 
echantillons de 1/ig, ni pour ceux de 3/xg* Ceci 
suggerant qu'un pourcentage proche de 100% des cellules 
NIH3T3 ont pu etre infectees par le surnageant pur de 
ce clone producteur. Le haut degre d ' inf ectivite de ce 
clone etait par ailleurs suspecte par 1 'observation 
d'une absence de roortalite cellulaire lors de la mise 
sous selection par la Neomycine des NIH3T3 infectees 
avec le surnageant de culture. 

Southern Blot 

L'ADN des cellules NIH3T3 infectees a ete soumis a 
une hydrolyse avec deux enzymes de restriction : Kpnl 
et Pst I. Selon les sondes utilisees, la taille des 
bandes attendue apres integration virale varie. Pour 
1' enzyme Kpnl qui coupe a 1 ' interieur des LTRs et au 
milieu de l'adaptateur multiple de pUC19, une sonde LTR 
revele un fragment de taille constante de 3610 pb et 
deux fragments de taille variable selon la proximite de 
sites Kpnl genomiques endogenes a proximite du site 
d 1 integration ; une sonde derivee par PCR avec les 
amorces tiers distal NeoR/segment proximal LTR, un 
fragment de meme taille (3610 pb) est attendu, et un 
seul des deux autres fragments variables d'une 
integration a 1* autre. 

Pour l 1 enzyme PstI qui coupe deux fois dans la 
partie mediane de gag et une fois dans l'adaptateur 
multiple de pUC19, apres integration les fragments 
allumes par les deux sondes precedentes seront de 
taille variable ; une sonde generee par PCR a partir du 
second couple d 1 amorces allume un fragment constant de 
790 bases. 

Plusieurs dilutions du plasmide pFOCH29-Neo digere 
par Kpnl et PstI ont ete adjointes sur le Southern 



WO 96/17071 



PCT/FR95/01591 



33 

blot ; ces dilutions correspondant respectivement a 
0.1, 0.5 et 1.0 copies du plasmide pour 10 d ' ADN 
genomique. 

En outre, 1 1 ADN de cellules infectees non 
selectionnees apres 1' infection et des memes cellules 
selectionnees par la Neomycine a ete systematiquement 
juxtapose afin de quantifier 1 1 inf ectivite de la 
construction ; les cellules ayant fait l'objet d'une 
selection constituant un temoin d' infection de 100%. 

Titration : Titres infectieux viraux par dilutions 
virales 

Des dilutions successives du surnageant primaire 
ont ete utilisees pour infecter des NIH3T3 ; surnageant 
pur, dilue au l/10eme, au l/1000eme et au 1/100 OOOeme. 
Les cellules sont infectees par du surnageant viral, a 
raison de 0,5 ml sur un puits de 35 mm de diametre : la 
drogue de selection est ajoutee des 20 heures apres 
l 1 infection directement sur la boite de culture, sans 
trypsiniser les cellules. Le titre infectieux retenu 
correspond au nombre de colonies observees pour la 
derniere dilution oil des colonies apparaissent que 
multiplie 1 1 inverse de cette dilution. 

Pour le premier clone, le titre des cellules 
productrices initiales est de 2.10 6 pfu/ml. Pour le 
deuxieme clone, le titre est de 10 6 pfu/ml 

Les deux - clones producteurs ont ete d'une part 
congeles regulierement afin d'en conserver des passages 
initiaux ; et d 1 autre part, maintenus en culture 
continue sur plusieurs mois. Les titrations successives 
(dilutions du surnageant viral) ont permis d' identifier 
une baisse progressive des titres. Pour le premier 
clone, le titre est passe de plus de 2.10 6 a seulement 
10 1 en l'espace de deux mois de culture continue ; 
cette chute drastique du titre s'est accompagnee d'une 
modification de la pousse des^ cellules en culture avec 
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un aspect en foyer et un decollement facile. Pour le 
second clone, le titre est passe de plus de 10 6 a 10 5 
en l'espace de deux mois de culture continue, pour 
diminuer jusqu'a 10 3 -10 4 apres trois mois et demi ; 
cette chute moderee du titre ne s'est accompagnee 
d'aucune modification de la morphologie ni de la pousse 
des cellules en culture. 

4- Test activite helper sur 3T3 BAG 

Cette recherche a ete effectuee par test de 
mobilisation sur lignees 3T3BAG (Danos et al, 1988 ; 
Danos, 1991) . 

Les cellules 3T3BAG ont dans un premier temps ete 
infectees par le surnageant pur de lignees 
d'encapsidation infectees. Plusieurs cycles successifs 
d' infection de 3T3BAG vierges avec le surnageant des 
3T3BAG precedemment infectees ont ete pratiques pour 
sensibiliser le test, qui s'est revele negatif. En 
outre, aucune colonie de cellules resistant a la 
Neomycine n'a pu etre detectee apres mise en contact de 
NIH3T3 vierges avec le surnageant de NIH3T3 infectees 
et selectionnes par la Neomycine. 

5) SITES D 1 INTEGRATION 

Des cellules de primate humain et non-humain ont 
ete utilisees pour identifier le nombre de sites 
d' integration du virus apres infection. Les cellules 
murines f ournissent . des indications de qualite tres 
moyenne, dans la mesure ou il existe sur ces cellules 
un bruit de fond significatif lie aux multiples 
integrations de sequences retrovirales ou 
retrovirales-like. 

- A cette fin, des cellules VERO de singe ont ete 
infectees avec plusieurs dilutions de surnageant viral. 
Pour la dilution 1CT 2 , des clones independants ont ete 
obtenus ; chacun ayant ete initie a partir d'un seul 
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profil d' integration virale. L' utilisation d'une enzyme 
de restriction coupant d'une part a 1" inter ieur de la 
construction virale et d 1 autre part, dans l'ADN 
genomigue de la cellule hote a des distances variables 
des sites d' integration, a permis d'obtenir autant de 
fragments de restriction, de taille variable, qu'il y a 
eu d'dvenements d • integration. Ici, les enzymes Xbal ou 
Sail ont ete utilisees. 

6) STABILITE DES TITRES VIRAUX - MASTER BANK 
SYSTEM 

Un stock homogene de cellules productrices de 
virus a ete constitue et controle extensivement pour 
1' absence de virus competent pour la replication par 
les methodes suivantes : 

- Test de Mobilisation sur cellules 3T3BAG 

- Amplification sur NIH3T3 

- Innoculation a des souris nouveau-ne en 
intraperitoneal , 

afin d'etudier une eventuelle pathogenese in vivo. 

A partir de cette bangue de cellules ("Master Cell 
Bank" MCB) , une banque de cellules de travail (Working 
Cell Bank) a ete constitute . Les titres viraux obtenus 
sont restes stables sur plusieurs mois et etaient de 
l'ordre de 20 x 10 6 a 3 x 10 7 cfu/ml (les dilutions au 
depart n'ayant pas ete poussees de fagon systematique 
que a 10" 6 . Des resultats ont aussi ete obtenus, avec 
un test incluant une dilution a 10" 7 . Les titres sont 
remarquablement stables sur plusieurs mois a ce niveau 
d'iritensite. 

B) CONSTRUCTIONS RETROVIRALES ADDITIQNNELLES 
1) - Une construction a ete faite avec un LTR encore 
plus epure en amont des LTR 3 1 en particulier 
Denomination FQCH2P-PL (pour FOCH29 Pure LTRs) 
represents a la Figure 2 . 
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Cette construction a permis d'evaluer le benefice 
en terme de stabilite genetique de i« excision des 14 0 
bases, dont 104 de la fin de 1-enveloppe, en amont des 
LTRs viraux. 

La construction a ete effectuee a partir du 
plasmide pUC19 incluant le fragment EcoRI-PvuII decrit 
Plus haut : coupure enzymatique par 1' enzyme de 
restriction Espl (ou IsoCelli) en position 7864 (soit 
+23 du LTR viral). A l'extremite 5- les bases generees 
par une coupure EcoRI ont ete artif iciellement 
ajoutees sur un oligonucleotide de synthese double brin 
complementaire des 23 bases du LTR (140 bases dont 103 
bases d'enveloppe) . En 3- 1 -oligonucleotide est 
complementaire des extremites cohesives Spel- Les 
sequences des oligonucleotides sont les suivantes : 
Oligo-SENS 5« - AAT TCA ATG AAA GAC CCC ACC AAA TTG C 
-3' ; Oligo-ANTISENS 5' - TAA GCA ATT CGG TGG GGT CTT 
TCA TTG -3 « . 

C) CONSTRUCTIONS POOR IA COMPLEMEN TATTQH mure tpc 
LIGNEES D'ENCAPSID&TIOK 

1> > Construction GAG-POL pour a la mise au point d'une 
lignee d'encapsidation originale. 

Les etapes impliquant 1 'utilisation des sequences 
derivees de la souche FB29 du virus de Friend sont 
decrites ci-dessous . 

La construction gag/pol complementant pour les 
proteines de nucleocapside et la transcriptase inverse 
est derivee de la souche FB 29 du virus de Friend. 

La construction de base a ete realisee a partir de 
la construction decrite dans les pages precedent es 
PFOCH29 ou le LTR etait laisse en place ou reaplace par 
les sequences du promoteur RAR-0. 

Une deletion large des sequences «a»ewcapsidation 
situees en aroont des sequences codamt pour les 
nucleoproteirces de capside gag (conunencant en + 619) 



FEUlLLE iRECTIFieE (REGLE 91) 
ISA/EP 
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est pratiquee comme suit : coupure Spel (ou Isocelii) , 
site unique en + 280 ; et PstI en + 560-561 qui enleve 
280 bases. Un adaptateur synthetique Spel-PstI est 
synthetise : 5' -CTAGTGCA-3 1 et apparie ("annealing") 
au plasmide, recoupe par Hindlll. Une ligation est 
ensuite pratiquee avec le troisieme fragment Pstl- 
Hindlll incluant la majeure partie des sequences GAG et 
POL, 

Alternativement 1' adaptateur synthetique Spel-PstI 
a ete remplace par un simple linker PstI, 

Puis, dans un deuxieme temps (apres transformation 
et selection des recombinants positifs) , le fragment 
Pstl-PstI (561-737), incluant l'ATG du GAG a ete clone 
au site PstI dans sa position originale, afin de 
retablir 1 • integralite des sequences GAG 
1 'orientation du clonage de ce petit fragment 
symetrique Pstl-PstI est etablie par une digestion 
enzymatique Haell (position 720 ; un second site est 
situe en 4291, roais ne gene pas 1 1 orientation) / Ahalll 
(site unique sur toute la sequence FB29, position 7864 
du LTR) ou Espl (site unique sur toute la sequence 
FB29, position 7864 du LTR) . Du fait de la methode 
utilisee pour le clonage au site Hindlll de pUCi9 des 
sequences d'ADN correspondant a la total ite du genome 
de FB29, la fin des sequences POL a ete recuperee comme 
suit : coupure initiale par Hindlll (5060) et Snal (= 
iso-Bstll071) (site unique en 6335) ; apres 
purification, ce fragment a ete recoupe par Smal 
(6079) , pour obtenir un fragment de 1019 bases, 
comportant un minimum de sequences d ! enveloppe (244 
bases) . Ce fragment a ete sous clone en Hindlll- Hindi 
du polylinker de pUC18. Le signal de polyadenylation de 
SV40 a ete juxtapose en aval (excise du plasmide 
pCRIPgag-2, Danos et Mulligan, 1988) de la 
construction. 
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Un fragment Nhel en 5'- EcoRI en 3' est excise 
d'un plasmide contenant le polyA de SV40, incluant le 
fragment Hpal-EcoRI (position 2666 a 1782) du signal de 
polyadenylation du promoteur precoce de SV4 0. Ce 
fragment est ensuite clone [en Xbal (cohesif Nhel- soit 
en digestion partielle menagee car il existe un site 
Xbal a la fin de POL de Friend ; soit en etape 
prealable au clonage dans pUC18 de la fin de POL) ou en 
BLUNT ou apres avoir introduit un linker Spel (cohesif 
de la coupure Nhel) au site Kpnl du polyl inker de 
pUC18] et en aval, cohesif EcoRI. 

Les sequences POL et Poly-A ont ete excisees en 
bloc de pUC18 par une digestion Hindlll en 5 1 et EcoRI 
en 3 1 et une ligation a ete pratiquee avec le plasmide 
PUC19/LTR epure/del- Psi/GAG/2/3-POL, decrit ci-dessus 
(figure 3) . 

Une construction similaire peut etre realisee en 
rempla<?ant le LTR viral par un promoteur non viral tel 
que le promoteur RAR-/3 (figure 4A) . 

Dans ce cas, le fragment Bglll-BamHI du promoteur 
RAR-/3 est clone au site BamHI d'un plasmide pUC19 
(fragment Bglll-BamHI dont les deux extremites sont 
cohesives BamHI). L 1 orientation est etablie a partir du 
site EcoRI situe a 85 bases du site BamHI (extremite 
3') et degageant deux fragments tres asymetriques dans 
le promoteur RAR-/?. Ce plasmide est ouvert en Bcgl ou 
Seal (5') et AflHI (3») afin de purifier dans un 
second temps le fragment Bcgl ou Scal/PstI (3 1 ) 
contenant le promoteur RAR-0 ( respect ivement 1803 ou 
1841). Sans la purification prealable avec AflHI 
(respectivement 2200 et 2250 bases), la separation des 
fragments generes par la coupure PstI est impossible. 
Le fragment purifie est ensuite ligue au fragment 
Pstl/Scal ou Bcgl excise du plasmide LTR-GAG/ POL, 
contenant les sequences GAG/POL debarrassees du LTR 
viral (7837 ou 7875 bases) . La construction est achevee 
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en restituant le fragment Pstl-PstI de 176 bases du GAG 
apres ouverture de la construction precedente par PstI 
et clonage oriente (deja decrit plus haut) du petit 
fragment (figure 4B) . 

2 ) Construction ENV amphotrope (Figures 5 et 7) 

Les sequences d' enveloppe amphotropes 4 07 OA , 
derivees d'une souche amphotrope du virus de la 
leucemie de Moloney (Mo-MuLV) (Chattopadhyay et al, 
1981) , similaires a celles utilisees dans la lignee 
psi-CRIP sont utilisees pour la complementation en 
enveloppe. La transfection est realisee en co- 
transfection avec un second gene de selection : ou 
Histidinol ou Hygromycine 
Deux options : 

a) Transcription sous 5 • LTR viral avec site de 
polyadenylation d'aval de SV40 : un fragment Bglll- 
EcoRI est excise de la construction pCRIPAMgag-, et 
ligue a la construction pure LTR, apres introduction 
d*un linker Bglli en MscI de la sequence FB29, pour un 
clonage cohesif en 5 1 ; et Xbal. blunt (vecteur) -EcoRI 
blunt (fin du signal PolyA de SV40) pour le clonage 
en 3 1 . 

b) Transcription sous promoteur inductible par un 
traitement pharmacologique, en particulier le promoteur 
sus-decrit du recepteur beta a l'acide retinoique : les 
sequences d'enveloppe venant remplacer les sequences 
GAG/POL dans la construction decrite au paragraphe c, 
ou .les sequences Poly-A de SV40 sont maintenues. En 
pratique, le LTR viral est excise de la construction 
decrite au paragraphe a) par une digestion Bglli qui 
libere une extremite cohesive pour le recepteur a 
l'acide retinoique (BamHI en 3 f , cohesif de Bglli) . 

La construction RAR/3 enveloppe amphotrope peut 
aussi etre realisee comme suit : la construction mise 
en oeuvre a utilise un raccourci experimental mettant a 
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profit la construction LTR-env ampho-SV4 0 polyA. Le 
clonage a ete realise comme suit : le fragment Bglll 
(position - 747)-BamHI (position + 155) de 902 bases du 
promoteur (3 de l'acide retinoique incluant 1' ensemble 
des elements regulateurs de la transcription 
fonctionnellement utiles a ete purifie et clone dans un 
plasmide pUC19 dans lequel un linker Bglll a ete place 
en Hindlll. Les fragments XmnI (coupure a l'interieur 
du plasmide pUC19) -Bglll derives de la construction 
sus-mentionnee et de la construction LTR-env-AMPHO (on 
retient le fragment contenant les sequences 
d'enveloppe) sont associes par ligation. L 1 orientation 
se fait . sur le site EcoRI du fragment RAR-0 ; 
1 'orientation est possible grace a la presence d'un 
autre site EcoRI dans l'enveloppe Ampho. 

3) Construction ENV de spumavirus (Figures 6 et 8) 

Dans un deuxieme exeraple, les sequences 
d'enveloppe de spumavirus ont ete utilisees. 

Les sequences d'enveloppe de spumavirus viennent 
remplacer les sequences d'enveloppe amphotrope 4 070A 
des constructions sus-mentionnees ; ou les sequences 
Poly-A de SV4 0 sont maintenues. 

Un fragment genomique EcoRI-EcoRI de spumavirus 
est sous clone en EcoRI de pUC19. Le fragment utilise 
dans les constructions exprimant l'enveloppe est obtenu 
par digestion BanI, menageant 30 bases en amont de 
l'ATG de l'enveloppe dans le genome de spumavirus ; en 
conservant le site EcoRI en aval, proche du signal de 
terminaison (Flugel RM et al., 1987). 

Comme pour l'enveloppe amphotrope, deux options 
sont retenues : 

a) Transcription sous 5'LTR viral avec site de 
polyadenylation d'aval de SV40. Pour la construction 
LTR-enveloppe spumavirus, le fragment EcoRI-EcoRI, 
traite a la Klenow, de l'enveloppe spumavirus est clone 
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en Hindlll/Klenow-Smal a la place de 1 ■ extremite de POL 
dans le pUC18 fin POL/polyA-SV4 0. Le fragment Banl- 
EcoRI contenant les sequences de l'enveloppe spuma 
. suivie du poly de SV4 0 est ensuite excise et clone 
(blunt : traitement a la Klenow) aux sites Mscl/Hindlll 
(excision des sequences decapsulation et GAG) du 
plasmide 5'LTR-FB29 pure-LTR. L' orientation se fait par 
une digestion PvuII. 

b) Transcription sous promoteur inductible par un 
traitement pharmacologique f en particulier le promoteur 
sus-decrit du recepteur beta a l'acide retinoique : 
Pour la construction RAR-0 promoteur-enveloppe 
spumavirus, le fragment Banl-EcoRI sus-mentionne 
contenant les sequences de l'enveloppe spuma suivie du 
poly de SV40 est clone dans un plasmide pUC18 aux, sites 
KpnI-EcoRI. Le site BamHI du polylinker est ensuite 
ouvert et le promoteur RAR-0 y est clone (fragment 
Bglll-BamHI dont les deux extremites sont cohesives 
BamHI) • L* orientation est a nouveau etablie a partir du 
site EcoRI degageant deux fragments tres asymetriques 
dans le promoteur RAR-/J. 

A chacune des etapes, pour chacune des 
constructions envisagees, un clone cellulaire est 
retenu selon l'intensite de synthese des proteines 
virales de complementation et la stabilite ; une 
"Master Cell Bank" est preparee pour chaque lignee 
selectionnee. 

D) CONSTRUCTION DES LIGNEES D * ENCAPS IDATION A PARTIR DE 

LA CELLULE FOETALE DE CHIEN "DOG" 

P- 1 - Selection des cellules foetales de chien 

La selection des cellules foetales de chien est 

realisee par mise en oeuvre des etapes suivantes : 
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a) culture de cellules eucaryotes choisies sur 
milieu riche ISCOVE contenant 10% de serum de veau 
foetal et 10% de serum de cheval, 

b) passage des cellules cultivees en milieu DMEM 
contenant 20% de serum de veau foetal et culture des 
cellules pendant un mois dans un milieu sans C0 2 , 
recuperation des cellules selectionnees, 

c) selection des cellules presentant une cinetique 
acceleree, 

d) passage des cellules selectionnees en milieu 
DMEM contenant 10% de serum de veau foetal, 

e) passage des cellules recuperees a l'etape d) en 
milieu DMEM contenant 10% de serum de veau nouveau ne, 

f) recuperation des cellules selectionnees a 
1 1 issue de l'etape e) . 

D. 2 . Preparation des lignees d 1 encapsidation 
a) Transfection de la liqnee DOG par les sequences 
gag/pol (obtention de DOGP29) . 

La methode de transfection utilise la 
precipitation au phosphate de calcium selon la 
procedure standard, sans ADN carrier : 10 microgrammes 
de plasmide ont ete deposes sur une boite de culture de 
3 5 mm de diametre ou 5.10 4 cellules ont ete plantees la 
veille. 

Les cellules sont cultivees en milieu de Dulbecco 
modifie Eagle (DMEM, Gibco-BRL) additionne de 10% de 
serum de veau nouveau-ne (HyClone) . Deux jours apres la 
transfection, les cellules sont trypsinees, diluees au 
l/20eme et mises sous selection. Les colonies apparues 
apres 12 jours sont prelevees et reimplantees sur des 
boites de culture de 24 puits, a raison d'un clone par 
puits. 

DOGP29 a ete obtenue par transfection de LTR-SD- 
Deletion Psi-GAG / POL dont on a decrit la construction 
detaillee ci-dessus (et co-transf ection avec gene de 
selection, resistance a la phleomycine) sur cellule 
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foetale de chien optimisee selon les criteres 
suivants : l- Absence de retrovirus endogenes ; 2- 
Cellule adherente ; 3- Croissance rapide ; 4- 
Morphologie stable et homogene ; 5-aisement 
transfectable ; 6- Nombre de passages supporte tres 
eleve (passages artificiels intensifs pour test) ; 7- 
Eventuellement capable de soutenir LTC-IC (Hemato) . 

Un master Cell Bank System est realise a partir du 
clone de cellules de chien retenu selon l'intensite de 
synthese des proteines virales de complementation et la 
stabilite d 1 expression de la reverse transcriptase 
(POL) . 

L f algorithme devaluation suivant a ete utilise 
pour evaluer les lignees d 1 encapsidation 

Evaluation primaire : - preuve d'efficacite 
Evaluation secondaire : - selection de lignees stables 
avec le taux d' expression le plus approprie des 
proteines virales transcomplementant le vecteur 
retroviral defectif transportant le gene d'interet. 

Dans les deux situations la methodologie est la 
meme mais dans le second cas interviennent les notions 
d 1 evaluation quantitative et de stabilite. 

Strategie d» evaluation, combinatoire : 

1°/ Mise en evidence moleculaire de la presence des 
sequences d'interet 
Ceci repose sur la technologie de la reaction en 
chalne de la polymerase (PCR) utilisant des amorces 
specifiques des sequences codant pour les proteines 
virales trans-complementantes. Les amorces utilisees 
sont les suivantes : 

Sequences GAG (souche FB29 du virus de Friend) 
JB 2 008-S TGA CGG GAG AAG AAA AAC AGC G 

GAG-R TAG GAG CAA CTG GCG ATA GTG G 
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Sequences POL (souche FB29 du virus de Friend) 
POL-F GAT TGC CAG ACT TGA CTA AGC C 

POL-R TAC CAT CCG TAG GCA AGG 

Sequences ENV (amphotrope (407 OA du virus de Moloney) 
AMPHO-F ATA CCA ATC ATT CCA CCG CTC C 

AMPHO-R GTT GAG GTC TGT CTG GAT AGC G 

Sequences ENV (spumavirus HFV ou HSRV) 
HFVENV-F TAG GAC CTG TAA TAG ACT GG 

HFVENV-R CCT TGA GAA CTC CAA TCC TTC G 

2°/ Verification fonctionnelle de la construction de 
base destinee a exprimer les proteines GAG/ POL et 
deletee du signal d* encapsidation 

- Transfection des constructions GAG/ POL dans les 
cellules DOGP29 ; en co-transf ection avec un plasmide 
porteur d'un gene de selection. 

- Expression de POL : elle est verifiee par un test 
d'activite transcriptase inverse (reverse 
transcriptase) 

- Expression de GAG : elle est verifiee par western 
blot sur lysats cellulaires : l'anticorps utilise est 
un serum polyclonal de chevre specif ique de la 
proteine GAG-CAp30 (selon les techniques habituelles) 

3°/ Inductibilite de 1' expression des sequences mises 
sous dependance du promoteur /? de l'.acide 
retinoique 

- Les cellules sont traitees avec de l'acide tout-trans 
retinoique, a la concentration de 10' 6 M ; I'effet 
inducteur est au mieux evalue dans les 24 a 48 heures 
qui suivent le traitement. 

47 Pseudotypage de particules virales, vecteurs 
retroviraux defectifs derives de virus murins (en 
particulier virus leucemogenes de Moloney ou de 
Friend), par I'enveloppe de spumavirus 
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EXPRESSION de l'enveloppe de spumavirus par les 
lignees de packaging : 

- Western blot utilisant un anticorps specifique de 
l'enveloppe de HSRV 

- Immunofluorescence sur les cellules exprimant 
l'enveloppe 

INFECTION de cellules cibles : 

- transmission de sequences genetiques transportees par 
un vecteur retroviral defectif derive de virus murins 
(en particulier virus leucemogenes de Moloney ou de 
Friend), a des cellules naives par infection virale 
mediee par l'enveloppe de HSRV. 

Les meilleurs clones DOG gag/pol (DOGP29) sont 
selectionnes par dosage de l'activite Reverse 
Transcriptase selon le protocole suivant dont seules 
les particularity sont donnees, les autres conditions 
etant connues de l'homme du metier : 

Les echantillons comprenant le surnageant des 
cellules DOGP29 a tester sont deposes dans une plaque 
96 puits a fond rond sous 50 /xl (pipette multicanaux) . 

On utilise les temoins de radioactivite : H 2 0, VIH 
+ , temoins cellules ou surnageant culture lymphocytes 
de donneur. 

On ajoute alors 10 /il de tampon A(KC1=0,5M DTT = 
50 mM Triton x 100 = 0,5 %) . 

Puis 40 Ml de tampon B (10^1 EGTA 5mM dans TRIS 
HC1 0.5 M pH 7.8 1/zl MgCl 2 0,5 M, 3 fil 3 HdTTP (1 mCi 
/ml) 10 Ml poly rA - oligo dT 5 OD/ml 16/xl d'eau). 

On incube 1 heure a l'etuve a 37 °C. On rajoute 
20^1 de tampon C [Na 4 P 2 0 7 120 mM dans TCA 60%]. On 
incube 15 minutes a +4*C puis on allume le poupinel a 
60*0. La pompe a vide, I'injecteur et le SKATRON 
(filtre) sont mis en marche. On verifie les volumes. On 
place l'alcool sur le canal 2, l ! eau sur le canal 1, le 
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decontaminant sur le canal 3. On met ensuite le skatron 
en position "MANUEL" et rincer : 

1. canal 3 : decontaminant (TFD 4 a 2%) pendant 2 
fois 5 secondes. 

2 . air 

3. alcool : 20" 

4. air 

5. eau distillee : 20 a 30 secondes. 

Le bouchon de l'eau est mis sur le TCA, et celui 
d' alcool sur l'eau. 

Les filtres sont seches dans le poupinel a 60 *C. 

On decoupe alors les filtres et on les depose dans 
des tubes prepares a cet effet. 

2 ml de liquide de scintillation sont ensuite 
distribues. 

Les tubes sont conserves a +4'C si on ne peut les 

1 ire immediatement . 

Les analyses sont interpretees par ordinateur : 
les resultats sont fournis en coup par minute. Le 

compteur peut aussi fournir la moyenne de quatre puits. 



Tampon A 

KCl (Chlorure de potassium) 0,5 M 7,45g 

DTT (dithiothreitol) 50 mM 1,54 g 

Triton 100X ->0,5% 1ml 

Eau distillee sterile qsp 200 ml 

Conservation +4°C Pou 1 test : 10^1 

Tampon B 

EGTA.5 mM dans TRIS 0,5 M pH7,8 10/xl 

MgC12 0,5 M ljil 

3HdTTP (1 mCi/ml) 3fil 

poly rA -oligo dT 5 OD/ml lOfil 

eau distillee sterile 16^x1 



Preparer extemporanement la quantite necessaire, 
soit pour 1 test, 4 0 /il. 
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Tampon C 

(Na4P207 120 inM dans TCA 60%) 

Peser 10,7 g de PpNa (=pyrophosphate de sodium = 
Na4P207, 10 H20) 

Ajouter 120 g de TCA (Acide trichloracetigue) 
qsp 200 ml d'eau distillee sterile 
Conservation +4°C. 

Tampon de lavage SKATRON 

(Pyrophosphate de Sodium 1,2 mM dans TCA 5%). 
Peser 21,4 g de Na4P207 (10 H20) (Pyrophosphate de 
Sodium) 

Ajouter 200 mg de TCA pur 

qsp 4 litres (soit 3800 ml) d'eau distillee 
sterile. 

Protocole optimise de test de l'activite reverse 
transcriptase 

Une procedure optimisee pour la detection de 
l'activite transcriptase inverse des virus leucemogenes 
murins consiste a realiser la reaction de 
polymerisation non pas dans un tampon contenant du 
chlorure de Magnesium (tel que deer it ci-dessus et 
conf ormement aux conditions indiquees dans les 
catalogues des fournisseurs de produits de Biologie 
Moleculaire) mais en presence de Manganese (Maniatis, 
Molecular Biology, a Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor, 1990). 

Le protocole est le suivant : melanger 50 /xl <*e 
surnageant de culture a tester pour l'activite 
transcriptase inverse, avec 50 pi d'une solution 2x 
comportant les elements suivants : Tris pH 8.3 0.1 M ; 
DTT 25 mH ; MnC12 1.2 mM ; NaCl 125 mM ; NP40 1/1000 ; 
dTTP 0,02 mM ; dTTP alpha-32 P (SA : 3000 Ci/mmole) 
10 /iCi/ml ; Oligo dT-Poly rA 20 ^ig/ml ; H 2 0 qsp. Une 
incubation de 3 heures a 37 'C est. pratiquee. Chaque 
reaction est filtree sur un papier Whatman DE81, a 
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decontaminant sur le canal 3. On met ensuite le skatron 
en position "MANUEL" et rincer : 

1. canal 3 : decontaminant (TFD 4 a 2%) pendant 2 

fois 5 secondes. 

2. air 

3. alcool : 20" 

4 . air 

5. eau distillee : 20 a 30 secondes. 

Le bouchon de l'eau est mis sur le TCA, et celui 

d 1 alcool sur l'eau. 

Les filtres sont seches dans le poupinel a 60* C. 

On decoupe alors les filtres et on les depose dans 
des tubes prepares a cet effet. 

2 ml de liquide de scintillation sont ensuite 

distribues. 

Les tubes sont conserves a +4*C si on ne peut les 

lire immediatement. 

Les analyses sont interpretees par ordinateur : 
les resultats sont fournis en coup par minute. Le 

compteur peut aussi fournir la moyenne de quatre puits. 

Tampon A 

KC1 (Chlorure de potassium) 0,5 M 7,45g 
DTT (dithiothreitol) 50 mM 1,54 g 

Triton 100X ->0,5% lml 
Eau distillee sterile qsp 200 ml 

Conservation +4'C Pou 1 test : 10/xl 

Tampon B 

EGTA 5 mM dans TRIS 0,5 M pH7,8 10/il 
MgCl2 0,5 M lMl 
3HdTTP (1 mCi/ml) 3,xl 

poly rA -oligo dT 5 OD/ml 10/il 

eau distillee sterile 16 Ml 

Preparer extemporanement la quantite necessaire 
soit pour 1 test, 4 0 fil. 
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Tampon C 

(Na4P207 120 mM dans TCA 60%) 

Peser 10,7 g de PpNa (=pyrophosphate de sodium = 
Na4P207, 10 H20) 

Aj outer 120 g de TCA (Acide trichloracetique) 
qsp 200 ml d'eau distillee sterile 
Conservation +4°C. 

Tampon de lavage SKATRON 

(Pyrophosphate de Sodium 1,2 mM dans TCA 5%). 
Peser 21,4 g de Na4P207 (10 H20) (Pyrophosphate de 
Sodium) 

Aj outer 200 mg de TCA pur 

qsp 4 litres (soit 3800 ml) d'eau distillee 
sterile. 

Protocole optimise de test de 1'activite reverse 
transcriptase 

Une procedure optimisee pour la detection de 
1'activite transcriptase inverse des virus leucemogenes 
murins consiste a realiser la reaction de 
polymerisation non pas dans un tampon contenant du 
chlorure de Magnesium (tel que decrit ci-dessus et 
conformement aux conditions indiquees dans les 
catalogues des fournisseurs de produits de Biologie 
Moleculaire) mais en presence de Manganese (Maniatis, 
Molecular Biology, a Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor, 1990) . 

Le protocole est le suivant : melanger 50 jil de 
surnageant de culture a tester pour 1'activite 
transcriptase inverse, avec 50 ixl d'une solution 2x 
comportant les elements suivants : Tris pH 8.3 0.1 M ; 
DTT 25 mH ; MnC12 1.2 mM ; NaCl 125 mM ; NP40 1/1000 ; 
dTTP 0,02 mM ; dTTP alpha-32 P (SA : 3000 Ci/mmole) 
10 /xCi/ml ; Oligo dT-Poly rA 20 Mg/ml ; H 2 0 qsp. Une 
incubation de 3 heures a 37 *C est pratiquee. Chague 
reaction est filtree sur un papier Whatman DE81, a 
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l'aide d'un appareil a slot-blot ; deux epaisseurs de 
papier Whatman 3 MM etant placees sous le DE81. 
Plusieurs lavages sont realises 3 x en 2x SSC ; sous 
slot-blot ; puis, lavage du filtre lui-meme 3 x 10 
minutes en 2x SSC. Enfin le filtre est rince 2x1 min 
en EtOH 95% et seche aussitot. Une exposition est 
pratiquee en presence d'ecran amplif icateur . 

b) Transfection de la lignee DOGP29 par la 
sequence env. 

La transfection est realisee dans les conditions 
decrites pour la construction gag-pol. 
Deux constructions differentes ont ete realisees : 

l'une (DOGP29L pour LTR) ou l'expression de 
l'enveloppe de spumavirus est pilotee par le LTR de 
FB29 

- 1* autre ou 1« expression est pilotee par un promoteur 
inductible, en particulier, promoteur au recepteur-/? de 
I'acide retinoigue (eventuellement associe a 1 1 enhancer 
du gene Thymidine- kinase d'HSV, si l f expression 
d'enveloppe s'averait insuf f isante) . 

A titre d'exemple, le promoteur du recepteur j3 a 
l'acide retinoique est utilise (promoteur RAR-0) . 

Cest un fragment Hindlll en 5 1 et BamHI en 3 1 du 
recepteur (S a l'acide retinoique qui est utilise dans 
l 1 ensemble des contructions realisees (de The et al. , 
1990). A partir de la construction decrite ci-dessus, 
un linker Bglll est introduit au site MscI de FB29, et 
le. fragment Hindlll en S'-BamHI en 3' du promoteur du 
recepteur 0 a I'acide retinoique est place en amont des 
sequences GAG-POL depourvues du signal d'encapsidation. 

c) Selection des clones DOG29 gaq/pol/env pour 
l'enveloppe de spumavirus . 

Cette selection est realisee par un test 
d 1 immunofluorescence mettant en oeuvre des anticorps 
ant i-env spumavirus . 
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Dans une premiere etape, on realise des coupes 
histologiques puis on les souinet a une analyse FACS 
(Fluorescence-activated cell sorter). 

Une selection peut egalement etre realisee par la 
technique de Western blot. 

d) Tests fonctionnels d' inf ectivite pour les 
liqnees gag/pol et env . 

Les tests d 1 inf ectivite supposent une etape de 
transfection avec un vecteur retroviral defectif 
incluant un gene de selection. Un tel vecteur a ete 
decrit dans la partie A. 

- Infection des fibroblastes NIH3T3 

L 1 infection a ete realisee avec le surnageant de 
culture de cellules d'un puits parvenu a confluence 
conformement a la technique decrite a la partie A-4; 

- Reaction en chaine de la polymerase (PCR) 

Elle a ete effectuee selon la technique decrite au 
point 5 de la partie A. 

Les oligonucleotides utilises sont les suivants: 
5 ' -TAAGCAATTCGGTGGGGTCTTTCATTG-3 1 (oligonucleotide sens) 
et 5 1 -CTGCTGACGGG AG AAG AAAAAC- 3 1 (oligonucleotide 

antisens) . 

Determination des titres infectieux apres 
transfection d'un vecteur retroviral defectif incluant 
un gene de selection ; 

La methode employee a ete exposee au point 6 de la 
partie A ci-dessus a 1' exception de 1' etape de 
selection qui s'est deroulee comme suit : 20 heures 
apres I'infection, les cellules sont mises sous 
selection par addition de Geneticine (1 mg/ml) au 
surnageant. 



- Nombre de copies passees 
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En complement a la titration standard sur NIH3T3 a 
ete proposee une autre technique de titration, 
permettant notamment de repondre a la situation ou les 
vecteurs retroviraux optimises ne vehiculent pas de 
gene de selection a l'interieur de la construction. La 
titration repose alors sur des methodes moleculaires, 
en particulier, quantification du nombre de copies du 
vecteur retroviral passees en moyenne en utilisant un 
southern blot. Ce southern porte I'ADN de cellules 
infectees par le vecteur hydrolyse par une enzyme de 
restriction choisie pour couper dans chacun des LTRs du 
vecteur retroviral complements par la lignee (ex:KpnI) ; 
des dilutions adequates de plasmides portant le 
retrovirus considere digere par la meme enzyme de 
restriction, sont juxtaposees sur le meme blot, 

SOUTHERN BLOT 

Deux jours apres 1 1 infection par du surnageant 
pur, les NIH3T3 sont trypsinees passees au 1/20* 1 * 
environ sur trois boites de culture de 100 mm de 
diametre , dont 1 1 une est mise sous selection par la 
genet icine. A confluence, l'ADN genomique des cellules 
infectees par chacun des deux clones apres ou sans 
selection, est extrait puis quantifie. L'ADN a ete 
digere par deux enzymes de restriction, PstI et Kpnl 
afin de realiser un Southern blot. Apres controle de la 
qualite de la digestion et homogeneisation de la 
quant ite d'ADN deposee dans chaque puits, le transfert 
a ete realise sur une membrane de Nylon Hybond N 
(Amersham) . L 1 hybridation a ete conduite avec une sonde 
incluant la totalite des sequences du LTR viral 
encadrees par 100 bases en amont et 100 bases en aval. 
La sonde a ete marquee par extension d 1 amorce (Feinberg 
et Vogelstein, 1983, 1984) avec du dCTP marque a 
1 'alpha-32-P, a une activite specif ique de 5*10 8 
cpm/ug. L'hybridation a ete pratiquee dans un milieu 
constitue de : 50% formamide desionisee ; 5X SSEP ; IX 
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denhardt's ; 5% dextran sulfate et 0,2mg/ml d'ADN de 
saumon sonique, pendant 20 heures a 42 °C. De brefs 
ringages ont ete pratiques dans une solution peu 
stringente 2X SSEP/0,1% SDS, 5min a temperature 
ambiante et 10 min a 65 °C ; suivis d'une exposition de 
3 jours sur films Kodak-XAR-5 k -80 *C avec ecrans 
amplif icateurs Li-Plus (Dupont-NEN) . 

- Recherche de production de virus Helper 
La technique de recherche est decrite au point 7 
de la partie A ci-dessus. 
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REVENDICATIONS 

1. Cellule eucaryote pour 1 ' encapsidation par 
transcomplementation, d'ARN retroviraux recombinants 
permettant le transf ert et/ou 1 1 integration au sein du 
genome d'une cellule cible, d'une sequence de 
nucleotides choisie (sequence transgenique) , ladite 
cellule etant caracterisee en ce qu'elle verifie les 
proprietes suivantes: 

elle est selectionnee parmi les cellules 
d'especes animales depourvues de retrovirus endogenes, 
de preference choisies parmi les cellules foetales ou 
embryonnaires, notamment de chien ou de lapin, 

- elle a une morphologie homogene et stable dans 
le temps, 

_ elle n'est pas d'origine tumorale, 

- elle a la capacite d'etre selectionnee dans un 
milieu de culture minimum et depourvu de C0 2 , sans 
transformation prealable 

- elle a un taux de multiplication rapide. 

2. Cellule eucaryote selon la revendication l f 
pour 1 1 encapsidation par transcomplementation, d'ARN 
retroviraux recombinants permettant le transfert et/ou 
1 1 integration au sein du genome d'une cellule cible, 
d'une sequence de nucleotides choisie (sequence 
transgenique) , ladite cellule etant selectionnee parmi 
les cellules d'especes animales depourvues de 
retrovirus endogenes/ de preference choisies parmi les 
cellules foetales ou embryonnaires, notamment de chien, 
de lapin, telle qu'obtenue par selection conformement a 
la methode suivante : 

a) culture de cellules eucaryotes choisies sur 
milieu riche ISCOVE (GIBCO) contenant en outre 10% de 
serum de veau foetal et 10% de serum de cheval, 

b) passage des cellules cultivees en milieu DMEM 
contenant 20% de serum de veau foetal et recuperation 
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des cellules selectionnees et culture des cellules 
pendant un mois dans un milieu sans C0 2/ 

c) selection des cellules ayant un taux de 
multiplication rapide (cinetique acceleree) , 

d) passage des cellules selectionnees en milieu 
DMEM contenant 10% de serum de veau foetal, 

e) passage des cellules recuperees a l'etape d) en 
milieu DMEM contenant 10% de serum de veau nouveau ne 
(HyClone) , 

f) recuperation des cellules selectionnees a 
I 1 issue de l'etape e) . 

3. Cellule selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
cellule foetale de chien DOGOM1 deposee a la CNCM le 3 0 
novembre 1994 sous le numero 1-1496. 

4. Cellule recombinante permettant 1 1 encapsidation 
d'ARN retroviraux recombinants par transcomplementation 
(cellule recombinante transcomplementante) , 
caracterisee en ce qu'il s'agit d'une cellule selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 3, modifiee par 
exemple par transfection ou par infection avec les 
sequences de nucleotides codant pour les polypeptides 
ou glycoproteines de transcomplementation, lesdites 
sequences etant apportees au moyens de deux vecteurs au 
moins. 

5. Cellule recombinante permettant 1 ' encapsidation 
d'ARN retroviraux recombinants par transcomplementation 
(cellule recombinante transcomplementante) , 
caracterisee en ce qu'il s'agit d'une cellule selon 
l'une quelconque des revendications 1 a A, 
genetiquement modifiee par exemple par transfection ou 
infection avec : 

1) un premier vecteur d 1 expression pour la 
complementation en enveloppe d'un vecteur retroviral 
permettant le transfert et/ou 1 1 integration au sein du 
genome d ! une cellule cible, d'une sequence de 
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nucleotides choisie (dite "sequence transgenique"), 
ledit vecteur pour la complementation comprenant une 
sequence de nucleotides codant pour les polypeptides 
d'enveloppe et des elements de regulation de 
l 1 expression de cette sequence, 

2) un deuxieme vecteur d 1 expression pour la 
transcomplementation d'un vecteur retroviral permettant 
le transfert et/ou 1 1 integration au sein du genome 
d'une cellule cible, d'une sequence de nucleotides 
choisie (dite "sequence transgenique") , comprenant : 

a) une sequence de nucleotides dite sequence gag 
codant pour les polypeptides derives d'une 
nucleoproteine (polypeptides GAG) d'un retrovirus du 
type du retrovirus de Friend, 

b) une sequence de nucleotides dite sequence pol 
codant pour les polypeptides derives dont une proteine 
transcriptase inverse et une integrase (polypeptides 
POL) d'un retrovirus du type du retrovirus de Friend, 

c) des signaux regulateurs de transcription 
contrdlant 1' expression des sequences gag et pol , 

les susdits premier et deuxieme vecteurs 
d' expression etant depourvus de signaux 

d 1 encapsidation . 

6. Cellule recombinante transcomplementante 
caracterisee en ce qu'il s'agit d'une cellule selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 4, et en ce 
qu'elle comprend : 

a) une sequence de nucleotides dite sequence gag 
codant pour les polypeptides derives d'une 
nucleoproteine (polypeptides GAG) d'un retrovirus du 
type du retrovirus de Friend, 

b) une sequence de nucleotides dite sequence pol 
codant pour les polypeptides derives d'une 
transcriptase inverse et d'une integrase (polypeptides 
POL) d'un retrovirus du type du retrovirus de Friend, 
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c) des signaux regulateurs de transcription 
controlant 1' expression des sequences gag et pol , et 

d) une seguence de nucleotides dite seguence env, 
codant pour les polypeptides derives de l'enveloppe 
(polypeptides ENV) d'un retrovirus de la famille des 
spumavirus, les polypeptides ENV permettant 
1 'encapsidation d'ARN retroviraux, 

e) des signaux regulateurs de transcription 
controlant 1" expression de la seguence env . 

7. Cellule recombinante transcomplementante selon 
la revendication 6, caracterisee en ce gu f il s'agit de 
la cellule DOGOM1 deposee a la CNCM sous le numero 
1-1496, recombinee d'une part avec les sequences 
nucleotidigues gag et pol de la souche FB29 du 
retrovirus de Friend, sous le controle des signaux de 
transcription contenus dans la seguence LTR de la 
souche FB29 du retrovirus de Friend et recombinee 
d' autre part avec la seguence de nucleotides env d'un 
retrovirus du type spumavirus sous le controle d'un 
promoteur inductible, par exemple le promoteur RAR0. 

8. Cellule recombinante transcomplementante selon 
la revendication 7, caracterisee en ce gu'il s'agit de 
la cellule DOGOM1 deposee a la CNCM sous le numero 
1-1496, recombinee d'une part avec les sequences 
nucleotidiques gag et gol de la souche FB29 du 
retrovirus de Friend, sous le controle d'un promoteur 
non viral, par- exemple d'un promoteur inductible tel 
que le promoteur RAR/?, ou d'un promoteur conditionnel . 

9. Cellule recombinante transcomplementante 
caracterisee en ce gu'il s'agit d'une cellule selon 
l*une guelcongue des revendications 1 a 4 , et en ce 
gu'elle comprend : 

a) une seguence de nucleotides dite seguence gag 
codant pour les polypeptides derives d ! une 
nucleoproteine (polypeptides GAG) d'un retrovirus du 
type du retrovirus de Friend, 



WO 96/17071 



PCT/FR95/01591 



59 

b) une sequence de nucleotides dite sequence pol 
codant pour les polypeptides derives d'une 
transcriptase inverse et d'une integrase (polypeptides 
POL) d'un retrovirus du type du retrovirus de Friend, 

c) des signaux regulateurs de transcription 
controlant l 1 expression des sequences gag et pol , par 
exemple des signaux non viraux, et 

d) une sequence de nucleotides dite sequence env , 
codant pour les polypeptides derives d'une enveloppe 
amphotrope, par exemple 1' enveloppe 4070A du virus de 
la leucemie de Moloney (Mo-MuLV) , 

e) des signaux regulateurs de transcription non 
viraux, controlant 1' expression de la sequence env, 
contenant par exemple un promoteur inductible ou 
conditionnel, par exemple le promoteur RAR-0. 

10. Cellule recombinante transcomplementante selon 
l'une quelconque des revendications 4 a 9, caracterisee 
en ce que la sequence de nucleotides du vecteur 
d' expression pour la transcomplementation, codant pour 
les polypeptides d 1 enveloppe est modifiee, par exemple 
par remplacement de nucleotides par un enchainement de 
nucleotides codant pour une sequence d'un polypeptide 
ou d'une glycoproteine reconnue specif iquement par un 
type cellulaire defini, ou par 1' addition d'un tel 
enchainement . 

11. Cellule recombinante transcomplementante selon 
l'une quelconque des revendications 4 a 10, 
caracterisee en ce qu'elle est en outre transfectee par 
un vecteur retroviral pour 1' expression et/ou le 
transfert et/ou 1 ' integration au sein du genome d'une 
cellule cible, d'une sequence de nucleotides choisie 
("sequence transgenique") , ledit vecteur retroviral 
etant le vecteur pFOCH29 represents a la figure 1 et 
depose a la CNCM sous le n° 1-1326 dans lequel est 
insere en un site non essentiel pour sa replication, la 
susdite sequence transgenique^ 
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11. Cellule recombinante transcomplementante selon 
I'une quelconque des revendications 5 a 10, 
caracterisee en ce que le vecteur retroviral est derive 
du vecteur pFOCH29 depose a la CNCM sous le n° 1-1326, 
notamment par deletion au niveau de la sequence LTR 
(vecteur pFOCH29PL represents a la figure 2) . 

12. Cellule recombinante transcomplementante selon 
l'une quelconque des revendications 4 a 10, 
caracterisee en ce que la sequence transgenique code 
pour un gene a visee therapeutique, ou pour une 
sequence de nucleotides antisens, ou pour un mutant 
negatif dominant d'un gene donne ou une sequence codant 
pour un inhibiteur fonctionnel d'un gene donne pour un 
gene marqueur ou pour une sequence de regulation d'un 
gene donne ou pour un gene susceptible d' a j outer une 
fonction nouvelle a la cellule cible. 

13. Vecteur d 1 expression pour la 
transcomplementation d'un vecteur retroviral qui permet 
le transf ert et/ou 1 1 integration au sein du genome 
d'une cellule cible, d'une sequence de nucleotides 
choisie (dite "sequence transgenique") , caracterise en 
ce qu'il comprend : 

a) une sequence de nucleotides dite sequence env, 
codant pour les polypeptides derives de l'enveloppe 
(polypeptides ENV) d'un retrovirus de la famille des 
spumavirus, permettant 1 ' encapsidation d 1 ARN 
retroviraux, 

b) des signaux regulateurs de transcription 
controlant 1' expression de la sequence env . 

14. Vecteur d' expression pour la 
transcomplementation selon la revendication 13 
caracterise en ce que la sequence env est la sequence 
du spumavirus HSRV. 

15. Vecteur d 1 expression pour la 
transcomplementation selon la revendication 13 ou la 
revendication 14, caracterise en ce que les signaux 
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regulateurs de transcription comprennent un promoteur 
non viral. 

16. Vecteur d 1 expression pour la 
transcomplementation selon la revendication* 15, 
caracterise en ce que le promoteur est de type 
inductible. 

17. Vecteur d' expression pour la 
transcomplementation selon la revendication 15, 
caracterise en ce que le promoteur est de type 
conditionnel . 

18. Vecteur d 1 expression pour la 
transcomplementation selon la revendication 15, 
caracterise en ce que le promoteur est le promoteur 
BAR/3 du recepteur f3 a l'acide retinoique. 

19. Vecteur d' expression pour la 
transcomplementation selon la revendication 13 ou la 
revendication 14, caracterise en ce que les signaux 
regulateurs de transcription controlant I 1 expression de 
la sequence env sont issus de la sequence LTR du 
retrovirus de Friend. 

20. Vecteur d* expression pour la 
transcomplementation en enveloppe caracterise en ce 
qu'il comprend 

a) une sequence de nucleotides dite sequence env , 
codant pour les polypeptides derives d'une enveloppe 
par exemple amphotrope, par exemple l 1 enveloppe 4070A 
du virus de la .leucemie de Moloney (Mo-MuLV) , 

b) des signaux regulateurs de transcription non 
viraux, controlant l 1 expression de la sequence env , 
contenant par exemple un promoteur inductible ou 
conditionnel, par exemple le promoteur RAR-0. 

21. Vecteur d 1 expression pour la 
transcomplementation en enveloppe selon l'une 
quelconque des revendications 13 a 20, caracterise en 
ce que la sequence de nucleotides du vecteur 
d 1 expression pour la transcomplementation, codant pour 
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les polypeptides d'enveloppe est modifiee, par exemple 
par remplacement de nucleotides par un enchainement de 
nucleotides codant pour un polypeptide ou une 
glycoproteine reconnue specif iquement par un type 
cellulaire defini, ou par 1* addition d'un tel 
enchainement . 

22. Vecteur d' expression pour la 
transcomplementation d'un vecteur retroviral permettant 
le transfert et/ou 1 ' integration au sein du genome 
d'une cellule cible, d'une sequence de nucleotides 
choisie (dite "sequence transgenique") , comprenant : 

a) une sequence de nucleotides dite sequence gag 
codant pour les polypeptides derives d'une 
nucleoproteine (polypeptides GAG) d'un retrovirus du 
type du retrovirus de Friend, 

b) une sequence de nucleotides dite sequence pol 
codant pour les polypeptides derives dont une proteine 
transcriptase inverse et une integrase (polypeptides 
POL) d'un retrovirus du type du retrovirus de Friend, 

c) des signaux regulateurs de transcription non 
viraux controlant l 1 expression des sequences gag et 
pol , ces signaux contenant par exemple un promoteur 
inductible ou conditionnel , par exemple le promoteur 
RAR-0 et le susdit vecteur d 1 expression etant depourvu 
de signaux d 1 encapsidation. 

23. Vecteur d 1 expression pour. la 
transcomplementation selon l'une quelconque des 
revendications 13 a 22, caracterise en ce qu'il s'agit 
d'un vecteur integratif. 

24. Vecteur d 1 expression pour la 
transcomplementation, selon l'une quelconque des 
revendications 13 a 22, caracterise en ce qu'il s'agit 
d'un vecteur episomal. 

25. Utilisation d'un vecteur d' expression pour la 
transcomplementation, selon l'une quelconque des 
revendications 13 a 24, pour la transfection ou 
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I 1 infection in vitro de cellules humaines, notamment de 
cellules endotheliales, musculaires ou stromales. 

26. Utilisation d'un vecteur d 1 expression pour la 
transcomplementation, selon I'une quelconque des 
revendications 13 a 24, pour la preparation d e un 
medicament pour la transfection ou pour l 1 infection in 
vivo de cellules humaines, notamment de cellules 
endotheliales, musculaires ou stromales. 
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